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Uber den Stoffwechsel der schwefelfreien Purpurbakterien'. 
Von 
Hans Gaffron. 
(Eingegangen am 1, Februar 1933.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Nahezu alles, was wir iiber die photochemische Reduktion der 
Kohlensaure in lebenden Zellen wissen, stammt aus Untersuchungen, 
die an griinen, chlorophyllhaltigen Pflanzenzellen ausgefiihrt worden 
sind. Dabei ist seit langem bekannt, daB auBer den griinen Pflanzen 
auch andere Organismen, die sogenannten Purpurbakterien, was Wachs- 
tum und Vermehrung anbetrifft, auf die Energie des Lichtes angewiesen 
sind. Man bezeichnet in der Literatur mit Purpurbakterien sowohl die 
Thiorhodaceen, die sich autotroph in Gegenwart von Schwefelwasser- 
stoff und Kohlensaure vermehren, als auch die Athiorhodaceen, die das 
nicht tun. In dieser Arbeit werde ich die Thiorhodaceen ,,rote Schwefel- 
bakterien‘‘, die Athiorhodaceen ,,Purpurbakterien‘‘ nennen. Uber das 
Leben und den Stoffwechsel der roten Schwefelbakterien hat C. B. van 
Niel eine bedeutende und umfangreiche Arbeit veréffentlicht?. Durch 
diese Arbeit ist eine gewisse Abrundung und ein erster AbschluB unserer 
Kenntnisse vom Leben der Thiorhodaceen erreicht worden. 

Uber die ebenso lange bekannten und meist gleichzeitig mit den 
roten Schwefelbakterien geziichteten und untersuchten schwefelfreien 
Purpurbakterien (Athiorhodaceen) wuBte man jedoch bisher nur aus- 
zusagen, daB sie in ihrem Wachstum vom Licht abhangig und dabei 
doch nicht autotroph seien. Es war unklar, welche Rolle die Energie 
des Lichtes im Leben von Organismen spielen sollte, die nur in Gegen- 
wart von organischer Substanz gediehen. Es war ungewiB, ob diese 
Bakterien neben der organischen Substanz noch freie Kohlensiure 
benétigten und ob diese Kohlenséiure im Falle einer Assimilation, 
ahnlich der der griinen Pflanzen, unter Abgabe von Sauerstoff reduziert 
wiirde. Die diese Fragen betreffende Literatur ist bei van Niel (I. c.) 


1 Diese Arbeit wurde begonnen am Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, 
Dahlem, 1929, beendet am California Institute of Technology, Pasadena, 
1931. Der Deutschen Forschungsgemeinschajt habe ich fiir die Unterstiitzung 
mit Apparaten zu danken. 

2 C. B. van Niel, Arch. f. Mikrobiol. 3, 1931. Siehe auch die Be- 
sprechung von E.G. Pringsheim in Naturwiss. 20, 479, 1932. 
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so vollstandig aufgefiihrt, gesichtet und kritisch betrachtet, daB sich 
weitere Literaturangaben und Diskussionen an dieser Stelle eriibrigen?. 

Kine Untersuchung des Stoffwechsels der heterotrophen Purpur- 
bakterien erschien nicht nur deshalb, weil tiberhaupt nihere Kenntnisse 
fehlten, als dankbare Aufgabe, sondern weil zu erwarten war, daB im 
Falle einer Kohlensaéurereduktion durch diese Bakterien die Reaktion 
ganz anders verlaufen mubte als bei den griinen Pflanzen und den 
Thiorhodaceen. Und je mehr Varianten des Assimilationsvorganges 
wir kennen, um so eher kénnen wir hoffen, Aufklirung iiber seinen 
Mechanismus zu erhalten. 

I. Ergebnisse. 

Purpurbakterien sind tiber die ganze Welt verbreitet. Es gelingt 
verhaltnismaBig leicht, aus Schlamm, Moder oder Meereswasser so- 
genannte Rohkulturen zu erhalten. Dagegen ist die Ziichtung und Ver- 
mehrung in absoluter Reinkultur eine Aufgabe, die allen Bakteriologen, 
die sich damit befaBten, Schwierigkeiten bereitet hat. Ich verweise 
wieder auf die vorziigliche Darstellung van Niels. Stoffwechselversuche, 
wie ich sie ausgefiihrt habe, verlangen fortlaufend ziemlich groBe Mengen 
frischen Materials. Das Ideal waren schnell wachsende sterile Rein- 
kulturen. Ich habe einen Mittelweg beschritten und in geeigneten Nahr- 
medien Massenkulturen herangezogen, in denen die Purpurbakterien 
sich in wenigen Stunden ungeheuer vermehrten. Unter den weiter 
unten beschriebenen Versuchsbedingungen konnte ich dann die wohl 
immer vorhandenen Faulnisbakterien als zu vernachlissigende Ver- 
unreinigungen betrachten. DaB es tatsichlich erlaubt ist, in dieser 
Weise vorzugehen, ergab sich aus einigen vergleichenden Versuchen, 
die ich erst spiter mit wirklichen Reinkulturen aus dem Laboratorium 
von C. Bvan Niel auszufiihren Gelegenheit hatte. 

Das von mir fiir die Stoffwechselmessungen benutzte Bakterium 
hat die gréBte Ahnlichkeit mit den in der Literatur? als Rhodovibrio 

1 OU. B. van Niel u. F. M. Muller, Rec. Trav. néerl. 28, 1931. Auch 
rote Schwefelbakterien lassen sich in organischen Medien ziichten. van Niel 
schreibt in der Zusammenfassung seiner groBen Arbeit: 

..In the absence of oxidisable sulphur compounds the purple sulphur 
bacteria can develop in the presence of organic compounds under com- 
pletely anaerobic conditions. This development takes place only with the 
simultaneous supply of radiant energy. 

So far no growth has been obtained in the presence of oxygen or in the 
dark. These organisms behave like obligate anaerobes, and their behavior 
in organic media agrees therefore with that of the Athiorhodaceae which 
can grow in the dark only in the presence of oxygen. ** 

Soeben erschien eine Dissertation von F.M. Muller bei J. Springer, 
Berlin 1933, in der diese Versuche ausfiihrlich mitgeteilt werden. 

2 Ich nenne als Beispiel H. Molisch, Die Purpurbakterien nach neuen 
Untersuchungen. Jena 1907. 
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parvus oder als Rhodobazillus beschriebenen Formen. MaBe : 
2.2 « 0,544. Der Rhodobazillus vermehrte sich in einer der Haupt- 
sache nach aus Hefekochsaft und Bicarbonat bestehenden Nahrlésung 
unter anaeroben Bedingungen bei Belichtung in wenigen Tagen ganz 
auBerordentlich, wahrend im Dunkeln jedes Wachstum unterblieb. 
Gegen den Luftsauerstoff war der Rhodobazillus recht resistent, was 
die Handhabung, das Zentrifugieren usw. natiirlich erleichterte. Die 
Versuche selbst wurden vollkommen anaerob in einer Atmosphare 
von 5°, Kohlensaiure in Stickstoff oder Argon durchgefiihrt. Messung 
und Berechnung des Stoffwechsels geschah nach der manometrischen 
Methode von O. Warburg. Es zeigte sich zunachst, daB die auf der 
Zentrifuge von Verunreinigungen befreiten, mehrmals gewaschenen 
und in reinem Wasser suspendierten Bakterien nicht fahig waren, 
bei Belichtung Kohlensiure zu assimilieren; eine Bestatigung der 
langst bekannten Tatsache, da die Purpurbakterien obligat hetero- 
trophe Organismen sind. Um nun festzustellen, ob und wie weit mit 
Hilfe der Energie des Lichtes organische Substanzen verandert wiirden, 
war es wichtig, eine Anordnung zu finden, bei der die Purpurbakterien 
im Dunkeln auch nach Zusatz organischer Materie keinen Stoffumsatz 
aufwiesen. Solche organische Substanzen, die von den Purpurbakterien 
im Dunkeln nicht angegriffen werden, sind, wie ich nach einigem Pro- 
bieren fand, die Kalium- und Natriumsalze der aliphatischen Carbon- 
sduren die Seifen. Eine Suspension der Purpurbakterien in einer 
m/100 Kaliumbutyratlésung, die sich im Gleichgewicht mit einem 
Gasgemisch von 5°,, Kohiensaure in Stickstoff oder Argon befindet, 
nimmt weder Gase auf, noch gibt sie solche ab. Wird diese Suspension 
aber belichtet, so wird mit ziemlicher Geschwindigkeit Kohlensiure 
absorbiert. 


7, 
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Absorption von Kohlensaiure durch be- Anstieg der durch Purpurbakterien assi- 
lichtete Purpurbakterien in Gegenwart milierten Menge Kohlensiure mit der 
von 1 und 2cem m/100 Kaliumbutyrat. Zahl der Methylengruppen im Molekiil 


der aliphatischen Carbonsiuren. 


1* 





4 H. Gaffron: 


Aus Abb. 1, die den zeitlichen Verlauf dieser Erscheinung darstellt, 
geht hervor, daB die Absorption der Kohlensiure mit nahezu gleich- 
bleibender Geschwindigkeit vor sich geht, um dann ziemlich unvermitte!t 
abzubrechen. Lingere Belichtung ist wirkungslos. Die Menge absorbierter 
Kohlensaéure wird durch die Menge zugefiigter organischer Substanz 
bedingt (Tabelle VI, Versuch 1 bis 3). Gleiche Quantititen an Butyrat 
bewirken die Assimilation gleicher Mengen Kohlensaiure. Die nahere 
Untersuchung ergab, daB gleichzeitig mit der Assimilation freier Kohlen- 
siure eine Umwandlung des Fettsauremolekiils stattfindet. Das an die 
Carbonsaure gebundene Metall wird freigesetzt und findet sich in der 
Lésung als Hydroxyd oder — in Gegenwart von iiberschiissiger Kohlen- 
siure — als Bicarbonat wieder. Die Carboxylgruppe wird also ebenso 
wie die Kohlensiure reduziert. Bei der manometrischen Versuchs- 
anordnung ist es nicht méglich, beide Vorgainge zu trennen. Um ver- 
gleichbare Messungen zu erhalten, ist es jedoch nur nétig, die Fettsaéuren 
als Derivate der Kohlensiiure — dem Bicarbonat analog — aufzufassen, 
was durchaus erlaubt ist. Bekanntlich kann man aus den Fettsaiuren 
Kohlendioxyd und Paraffin erhalten!. Eine quantitative Messung 
besteht also aus zwei Teilen, der Bestimmung der wihrend der Be- 
lichtung verschwindenden freien Kohlensiure und der Bestimmung 
der chemisch gebundenen Kohlensiure vor und nach dem Versuch. 

Beim Vergleich der Wirkung mehrerer fettsaurer Salze fand ich, 
daB der Endwert an assimilierter Kohlensiure auBer von der Menge 
zugesetzter Substanz in bestimmter Weise von der GréBe des Fettsaure- 
molekiils abhingt. In Abb. 2 findet man die Kohlenséure in Mol auf- 
getragen, die von den Purpurbakterien in Gegenwart je eines Mols 
Essigsaure, Propionsiure, Buttersiure usw. verbraucht wird. Die 
assimilierte Kohlensiure nimmt mit der Linge des Alkylrestes zu, 


Tabelle I. 





Formel der Fettsiure 





- m a a ma x > o 7 a 3 
} 5 = } 5 = = =) =) 2 = 
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e "9 "2 “~ oe e =" “. > S = 
< > io ic 3 < 2 ic a 2 < 
S) 2 | 9 S| 2 sie:igsg oS g o 
Mol Kohlensaure 
Mol Fettsaure 
0,89 1,42 | 1,40 1,87 | 2,84 | 240 | 2,96 | 3,50 -- — 4,00 


Differenz. 
0538 0,02 O47 O47 0,06 056 0,54 _— — — 


1 P. Karrer, Lehrb. d. organ. Chem. 1930, 8. 183. 
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und zwar, wie die Aufstellung in Tabelle 1 zeigt, um etwa !’), Molekiil 
Kohlenséure fiir eine Methylengruppe. An zwei Stellen ist jedoch 
dieser Anstieg unterbrochen. Der Cbergang von Propion- zu Butter- 
siure, sowie von Capron- zu Heptylsiure andert den Endwert der assi- 
milierten Kohlensaure nicht, was sich kaum anders deuten laBt, als dab 
die Purpurbakterien die Vereinigung von Kohlensiure mit der de- 
carboxylierten Fettsiure (== Paraffin) auf mehr als eine Weise bewerk- 
stelligen kénnen. Dies erklart vielleicht auch, warum ich bei den héheren 
Fettsiuren, etwa von der Nonylsaure an (Tabelle VI, Versuch 33 bis 41), 
im Gegensatz zu den niederen Gliedern (Tabelle VI, Versuch 1 bis 32), 
die recht genau reproduzierbare Werte liefern, nur schlecht tiberein- 
stimmende Resultate bekommen habe. Die absorbierte Menge Kohlen- 
siure liegt sehr oft unter oder iiber derjenigen, die man erwarten sollte. 
Dazu kommt allerdings noch, daB bei steigender Kohlenstoffzahl die 
Salze der Fettsiuren immer mehr Neigung zeigen, als saure Salze aus 
der Lésung zu fallen?, 

AuBer den Fettsiuren werden noch andere Kérper den Purpur- 
bakterien als Substrat fiir die Kohlenséiurereduktion dienen kénnen. 
Ich habe einige Dicarbonsiuren und ungesattigte Sauren untersucht 
(Tabelle VI, Versuch 42 bis 54). Sie wurden alle in ahnlicher Weise 
von den Purpurbakterien, zusammen mit einer bestimmten Menge 
Kohlensaure, assimiliert. Interessant ist, den Endwert der Absorption 
bei Butter- und Crotonsaéure zu vergleichen, die die gleiche Zahl Kohlen- 
stoffatome haben, aber sich um zwei Wasserstoffatome unterscheiden. 
Der Endwert fiir Buttersiure (Tabelle VI, Versuch 1 bis 10) ist 1.40 Mol 
CO,, wahrend Crotonséiure (Tabelle VI, Versuch 42 bis 48) den Wert 
1,06 liefert. Der Unterschied von zwei Wasserstoffen bewirkt also 
eine Differenz von 0,34 Mol Kohlensiure. Nimmt man bei Essigsiure 
(CH,—H,—CO,) fiir CH, eine Absorption von 0,5 Mol CO,, fiir H, 
eine von 0,34 an, so kommt man mit 0,84 Mol CO, dem gemessenen 
Wert von 0,89 nahe (s. Tabelle I). 

Die beschriebenen Stoffwechselvorginge unterliegen natiirlich 
mannigfachen Einfliissen. An erster Stelle ist der Zustand der Purpur- 
bakterien selbst zu nennen. Bakterien aus Kulturen, die ilter als 
6 Tage sind, zeigen bereits einen verlangsamten Stoffwechsel. Die 
giinstigste Temperatur liegt bei 40° (s. Abb. 3). Bei Zimmertemperatur 
betraigt der Umsatz nur noch ein Zehntel des optimalen. Durch Trocknen 
werden die Bakterien im Gegensatz zu den griinen Pflanzen nicht ge- 
schadigt. Purpurbakterien aus frischen Kulturen vertragen ein tagelanges 
Trocknen im Exsikkator iiber Schwefelsiure, wenn sie dabei nicht zu 


1 Qualitativ laBt sich die Kohlensaiureabsorption der Purpurbakterien 
auch in Stearat- oder Oleatlésungen beobachten. 
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sehr dem Licht und dem Sauerstoff ausgesetzt werden. Unmittelbar, 
nachdem sie wieder in einer Butyratlésung suspendiert sind, ist die 
Assimilationsgeschwindigkeit Null, erreicht aber waihrend einer Stunde 
die gleiche GréBenordnung wie vor dem Trocknen. 
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EinfluB der Temperatur Kohlenséureabsorption 
auf die Geschwindigkeit der Kohlen- durch Purpurbakterien in Gegenwart 
siureabsorption durch Purpurbakterien. von leem m/100 freier Buttersiure. 


0,03ecem Bakterien in 3cem m/100 Bi- 
carbonat, m/100 crotonsaures Natrium. 
Ar mit 5/9 COs. 


Rhodobazillus ist gegen saure Reaktion sehr empfindlich. Werden 
die Bakterien statt in Butyrat-Bicarbonat in verdiinnter freier Butter- 
siiure suspendiert, nachdem sie vorher mit der gleichen Lésung aus- 
reichend gewaschen worden sind, so wird der zeitliche Verlauf des 
Assimilationsvorganges durch die in Abb. 4 dargestellte Kurve wieder- 
gegeben. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist zuerst gehemmt und erreicht 
erst bei sehr kleiner Siurekonzentration den normalen Wert (Tabelle VT, 
Versuch 10). 

Bei neutraler Reaktion ist die Substratkonzentration insofern 
von Bedeutung, als starkere Konzentrationen als m/100 die Geschwindig- 
keit der Kohlensiureaufnahme herabsetzen (Tabelle III). Spuren von 
Octylalkohol narkotisieren vollstandig. m/1000 Blausiure hemmt um 
80°. Wichtig fiir die Beziehung der ,,photoheterotrophen™ (Prings- 
heim) Purpurbakterien zu den roten Schwefelbakterien ist, daf sie 
Schwefelwasserstoff — bei neutraler Reaktion also KHS und NaHS 
in groBen Konzentrationen vertragen und ihn am Licht zu Schwefel- 
siure zu oxydieren vermégen (Tabelle VIII). Rhodobazillus absorbierte 
fiir 1 cem m/100 Kaliumbutyrat 310 cmm CQ,. Fiigte ich gleichzeitig 
2cem m/100 KHS hinzu, so stieg der Verbrauch an Kohlensiure auf 
640 cmm. 

Zusatz von Nitraten bewirkt sehr haufig eine Herabsetzung des 
Endwertes der absorbierten Kohlensiure, weil anstatt Kohlensaure 
Nitrat reduziert wird. (Tabelle II und VII, Versuche 55 bis 58). 
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Tabelle II. 


Kohlensaureabsorption der Purpurbakterien in Gegenwart von 
Nitrat. 





Organische Substanz Acetat Butyrat Nonylat Crotonat 


Konzentration an KNOs, — m/s0 — wm/100 - m/50 m/75 
Mel CO, 0.89 046 140 0,74 3,50 247 1,06 0,36 
Mol organische Substanz 

Irgendwelche Stoffwechselprodukte werden von den Purpur- 
bakterien, wenigstens nach meinen bisherigen Befunden, nicht aus- 
geschieden!. Kulturen von Rhodobazillus in Lésungen, die auBer 
anorganischen Salzen Kaliumbutyrat und Kohlensiure enthielten, 
ergaben beim Aufarbeiten als Stoffwechselprodukt nur die Bakterien 
selbst. Von der Masse getrockneter Bakterien bleiben, nach Extraktion 
der drei oder vier verschiedenen, sauerstoffempfindlichen Farbstoffe 
und einiger farbloser Substanzen, etwa 80°, zuriick, die nur mit 
Schweitzers Reagens oder durch Behandlung mit hochkonzentrierter 
Salzsiure in Lésung zu bringen sind. In einheitlicher analysenreiner 
Form, jedoch in geringer Ausbeute, konnte ich aus getrockneten 
Bakterien einen hochpolymeren Kérper der Formel (C,H,0,),, gewinnen, 
der sich in Chloroform leicht, in Benzol schwer lést und in allen iibrigen 
Lésungsmitteln unléslich ist. LaBt man eine Chloroformlésung dieses 
Stoffes in diinner Schicht verdunsten, so scheidet er sich in Form einer 


dieser Substanz mit p-Nitrophenylhydrazin erhielt ich in guter Ausbeute 
das Osazon eines C,-Zuckers. Wollte man durch Aufstellung einer 
Gleichung zeigen, wie man sich die Photosynchese eines Kérpers 
(C,H,O,),, aus Kohlensiure und Methylengruppen denken kénnte, so 
hieBe das annehmen, da es sich um ein Primarprodukt des Stoffwechsels 
der Purpurbakterien handelte, was natiirlich durchaus fraglich ist. 


Es ist bekannt, daB bei den griinen Pflanzen der Beginn der Assimila- 
tion nach einer langeren Dunkelperiode von der Anwesenheit von 
(dissoziabel gebundenem) Sauerstoff abhangt. R. Willstdtter und 
A. Stoll haben diese interessante Erscheinung in der sechsten Ab- 
handlung ihres Buches? beschrieben. Die Rolle des Sauerstoffs hierbei 
wird von H. Kautsky neuerdings folgendermaBen gedeutet. Auf Grund 


! Das gleiche fand F. M. Muller bei Ziichtung von roten Schwefel- 
bakterien in organischen Nahrbdéden. 

? Untersuchungen tiber die Assimilation der Kohlensaéure. J. Springer, 
1918, S. 345. 
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von Untersuchungen tiber Fluoreszenz belichteter Blatter schlieBt 
H. Kautsky', daB die vom Blattgriin absorbierte Lichtenergie zunachst 
einmal auf Sauerstoffmolekiile tibertragen wird — analog den Vorgingen 
bei der photochemischen Oxydation durch belichtete Farbstoffe —, 
und daB erst, wenn dies erfolgt ist, der eigentliche Reduktionsmechanis- 
mus in Gang kommt. Ist es méglich, daB die Kohlensiurereduktion 
bei den Purpurbakterien in der gleichen Weise beginnt ? Wenn wir die 
Ergebnisse dieser Arbeit tiber den Stoffwechsel der Purpurbakterien 
mit der Assimilation bei den griinen Pflanzen oder bei den roten Schwefel- 
bakterien vergleichen, so stoBen wir zuerst auf die Frage nach dem 
Verbleib des Kohlensaiuresauerstoffs. Die Pflanzen entbinden ihn als 
freies Gas. Die Schwefelbakterien oxydieren mit ihm Schwefelwasser- 
stoff stufenweise zu Schwefelsiure. Bei den Purpurbakterien bestehen 
zwei Moéglichkeiten: Dehydrierung der organischen Substanz unter 
Bildung von Wasser und direkter Aufbau héherer Verbindungen aus 
Kohlensaure und (z. B.) Kohlenwasserstoffresten. Daf daneben kleine 
Mengen freien Sauerstoffs gebildet werden, erscheint mir sehr unwahr- 
scheinlich. Fiir die nachsten Verwandten der Purpurbakterien, die 
roten Schwefelbakterien, hat van Niel beweisen kénnen, daB unter 
Umstanden schon Spuren von Sauerstoff die Entwicklung einer Kultur 
verhindern. Andererseits konnte ich Kulturen von Purpurbakterien 
unter streng anaeroben Bedingungen und mit Zusatz reduzierender 
Substanzen (z. B. Schwefelwasserstoff) wochenlang im Dunkeln stehen- 
lassen. Brachte ich diese Kulturen ans Licht, so begann eine iippige 
Vermehrung der Bakterien. Alles spricht dafiir, daB die Assimilation der 
Kohlensaure bei den Purpurbakterien ebenso wie bei den Pflanzen auf 
dem Zusammenwirken der verschiedenen griinen und gelbroten Farb- 
stoffe beruht, nur daB die von Kautsky beobachtete erste Stufe, die 
Sauerstoffaktivierung, hier fehlt. 


II. Versuche. 
1. Ziichtung der Bakterien in Massenkulturen. 


Von allen iiblichen Nahrbéden ist Hefekochsaft bei weitem der giinstigste. 
500 g Backerhefe — sie darf keine Starke oder aihnliche Zusatze enthalten - 
werden in 750g Leitungswasser suspendiert. Hierzu gibt man 15g drei- 
basisches Natriumcitrat, 5g buttersaures Kalium und 50 ccm einer m/2 
Natriumbicarbonatlésung. Diese Mischung lai8t man einige Minuten auf- 
kochen. Erweist sie sich danach als sauer gegeniiber Lackmus, so gibt man 
noch Bicarbonat hinzu. Jetzt erhitzt man 3 Stunden auf dem kochenden 
Wasserbad. Die Hefezellen werden sodann scharf abzentrifugiert. Man 
erhalt 600 bis 700 ccm einer goldgelben Fliissigkeit, die neutral oder ganz 
schwach alkalisch reagiert. Die Lésung wird sofort in eine sterile Flasche 


1 H. Kautsky, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 65, 1762, 1932. 
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gegossen, die mit einem Gazepfropfen verschlossen wird. Man sterilisiert 
1/, Stunde im Dampftopf oder im Autoklaven. Fiir absolute Reinkulturen 
ist eine solche Behandlung meist nicht ausreichend!. Doch fand ich, da 
bei wiederholter und langerer Sterilisation die Lésung eine dunkle Farbe 
annahm und einem raschen Wachstum der Bakterien, worauf es mir in 
erster Linie ankam, weniger giinstig war. Zum Gebrauch wird die Stamm- 
lésung 30fach verdiinnt. Man gibt so viel Kaliumnitrat, Magnesiumsulfat 
und Natriumbicarbonat hinzu, daB die Konzentration jedes dieser Salze 
etwa m/200 betragt. 


Stépselflaschen von | bis 2 Liter Inhalt werden vollstindig mit der 
fertigen Nahrlésung gefiillt und, ohne nochmals sterilisiert zu werden, was 
fir Reinkulturen natiirlich erforderlich wire, mit 50 bis 100mg auf der 
Zentrifuge gewaschener Bakterien beimpft und fest verschlossen. Die 
Flaschen stellt man zwischen ein Fenster und eine Reihe Metallfaden- 
lampen, deren Entfernung so bemessen wird, da die Temperatur in den 
Flaschen auf 37° steigt. Unter diesen Bedingungen vermehren sich die 
Purpurbakterien so schnell, daB nach 48 Stunden, manchmal schon nach 
24 Stunden der Inhalt der Flaschen dunkelrot geworden ist. 


Fir Rohkulturen — um sich Purpurbakterien aus der Natur zu_ be- 
schaffen — gibt es in der Literatur eine ganze Anzahl Vorschriften. Am 


bequemsten ist es, die oben beschriebene Nahrlésung zu verwenden, sie 
mit Schlamm und Erdproben zu etwa gleichen Teilen zu vermischen, kleine 
Flaschchen damit vollstandig zu fiillen und diese dem Lichte und der Warme 
auszusetzen. Wieviel Zeit verstreichen wird, bis die erste sichtbare Ent- 
wicklung einsetzt, laBt sich hierbei jedoch nicht voraussagen. Ein von 
innen beleuchteter Brutschrank, wie ihn van Niel beschreibt, leistet vor- 
ziigliche Dienste. Der von mir geziichtete ,,Rhodobacillus palustris** wurde 
freundlicherweise von Herrn Prof. Kolkwitz untersucht. Er schreibt dariiber : 
In dem mir tibergebenen Material waren die Zellen 2 bis 2,5em lang und 
etwa 0,5 em breit. Die GeiBel war nach meinen Messungen etwa von doppelter 
K6rperlange. 

Eine Verunreinigung der Massenkulturen durch fremde Bakterien, die 
die Stoffwechselmessungen beeinflussen kénnten, entdeckt man_ leicht 
beim Zentrifugieren. Ihrer Kleinheit wegen miissen die Zellen von Rhodo- 
bazillus 20 Minuten bei 3000 Touren zentrifugiert werden. Die abzentri- 
fugierten Bakterien suspendiert man in Wasser oder m/200 Bicarbonat- 
lésung, so daB sich ungefahr 0,04 cem Zellen in einem Kubikzentimeter be- 
finden. Zentrifugiert man diese Suspension in einem Hamatokriten, so zeigt 
sich die Anwesenheit fremder Bakterien in einer heller gefarbten Schicht 
unter oder iiber den sché6n dunkelroten Purpurbakterien. Solche Kulturen 
sind zu verwerfen. Spurenweise Verunreinigung durch Faulnisbakterien, 
die unter dem Mikroskop fast immer festzustellen sind, darf man vernach- 
lassigen, da sie unter den Bedingungen dieser Versuche keinen Stoffwechsel 
haben kénnen. Erwies sich die Kultur als relativ rein, so zentrifugiert man 
erst 2 bis 3 Minuten, um groBe Partikel zu entfernen, dann 20 Minuten. bis 
alles abgesetzt ist. Man spiilt die oberste Schicht mit der Spritzflasche fort, 
nimmt mit m/200 Bicarbonat auf, zentrifugiert wieder und wiederholt 


1 Vgl. hierzu C. B. van Niel, Arch. f. Mikrobiol. 3, 1, 1931; C. B. 
van Nielu. F. M. Muller, Rec. Trav. bot. Neerland 28, 245, 1931; ferner die 
Dissertation von #. MW. Muller. J. Springer, Berlin 1933. 
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das Ganze noch zweimal. Auf diese Weise ist man sicher, einheitliches 
Material zu erhalten. Die Kulturen sollen nicht alter als 6 Tage sein. Bei 
gutem Wachstum enthalt 1 Liter Nahrlésung nach 5 Tagen etwa | g Purpur- 
bakterien. 

2. Methode der Stoffwechselmessungen. 


O. Warburgs manometrische Methode, die ich fiir die Assimilations- 
messungen benutzt habe, ist an so vielen Orten beschrieben worden, daB 
ich mich hier auf das Notwendigste beschrinken werde!. Die einzelnen 
GefaiBe enthielten zwischen 5 und 60 mg feuchter Zellen, wie man sie beim 
scharfen Zentrifugieren erhalt. Als Suspensionsfliissigkeit diente Leitungs- 
wasser, destilliertes Wasser oder Natriumbicarbonatlésung, die jedoch nie 
starker als m/100 war. Die GetaéBe hatten zwei seitliche Anhainge, von 
denen einer 0,2 cem mol. Schwefelsiure, der andere eine passende Menge 
organischer Substanz enthielt, meist 0,05 bis 0,1 cem einer m/10 Seifen- 
lésung. Die zu den Assimilationsversuchen verwendeten Fettsauren waren 
Priiparate von Kahlbaum und Eastman-Kodack. Aus dem Gasraum der 
GefiBe und den Kapillaren des Manometers wurde die Luft durch eine 
Mischung von 5°, Kohlenséure in Argon oder Stickstoff verdringt. Der 
Stickstoff war vorher zur Absorption von Sauerstoffspuren tiber gliihendes 
Kupfer geleitet worden. Die Versuche wurden im Thermostaten bei 36° 
ausgefiihrt. Wenn auch die Untersuchung des Einflusses der Temperatur 
auf die Assimilationsgeschwindigkeit gezeigt hatte, daB diese bis zu einer 
Temperatur von iiber 40° noch weiter anstieg, so war der Stoffwechsel 
bei 36° doch rasch genug, um die quantitativen Versuche in kurzer Zeit 
beenden zu kénnen. 

Die Beleuchtungseinrichtung mit Eintauchlampe ist friiher beschrieben 
worden °. 

Fiir eine Messung waren auBer dem Thermobarometer vier Manometer 
ertorderlich. Zwei enthielten Bakterien ohne jeden Zusatz und dienten zu 
Kontrollzwecken, in den zwei anderen wurde organische Substanz zu den 
Bakterien hinzugefiigt oder in einem Anhang des GefaiBes bereitgehalten. 
Alle vier GefaBe wurden zunachst solange vorbelichtet, bis keinerlei Druck- 
anderungen mehr festzustellen waren. Haufig verfiigen naémlich die Purpur- 
bakterien iiber eine gewisse Menge Reservesubstanz, die sie befahigt, bei 
Bestrahlung ein wenig Kohlensaéure zu assimilieren. Erst wenn jene ver- 
braucht ist, was meist nach wenigen Minuten der Fall ist, kann mit der 
quantitativen Messung begonnen werden. Jetzt wurde verdunkelt und die 
organische Substanz mit der Bakteriensuspension vermischt. Nachdem 
festgestellt worden war, daB keine Druckanderungen daraufhin eintraten, 
wurde durch Einkippen von Schwefelsiure der Bicarbonatgehalt in einem 
der GefaBe, das Bakterien allein, und in einem, das Bakterien plus organische 
Substanz enthielt, bestimmt. Zu den gemessenen Kubikmillimetern Bi- 
carbonat-kohlenséiure wurde diejenige Anzahl Kubikmillimeter, die den 
Carboxylgruppen der organischen Substanz entsprach, addiert. Auf diese 
Weise erhielt ich die Gesamtmenge an ,,chemisch gebundener‘’ Kohlen- 
siure vor dem Versuch, wie in Spalte 4 der Tabelle VI angegeben. Nun 
folgte der eigentliche Assimilationsversuch. Die beiden noch vorhandenen 


1 Z. B. diese Zeitschr. 152, 51, 1924; 179, 158, 1926. 
2 Ber. 60, 2231; Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. XJ, 
Teil 4, S. 101, 1929. 
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Manometer wurden belichtet. Die Zeit bis zur Beendigung der Reaktion 
hing vom Zustand der Bakterien, der zugesetzten Substanz usw. ab. Die 
Zahlen in Spalte 3 der Tabelle VI variieren zwischen 10 und 1000 Minuten. 
Unter sonst gleichen Umstiinden ist die Reaktionszeit proportional der 
Menge zugesetzter Substanz. Tabelle VI, Versuche | bis 3. Traten im 
KontrollgefaB, das Bakterien ohne Zusatz enthielt, kleine Druckanderungen 
auf, so wurden diese zur Korrektur des Versuchs herangezogen. Bei 
rasch verlaufenden Versuchen wurden die Ablesungen der Manometer in 
die Dunkelperioden vor und nach der Belichtung gelegt; auf diese Weise 
hoben sich Fehler heraus, die durch die Warmestrahlung der Lampen ent- 
stehen konnten. War die Lichtreaktion abgelauten, so folgte im Dunkeln 
die zweite Bestimmung der chemisch gebundenen Kohlenséure, des 
vermehrten Bicarbonats in der Suspension. Im KontrollgefaB fand ich 
die Bicarbonatkonzentration meist nur um wenige Kubikmillimeter ver- 
andert. Die Differenz der Bicarbonatbestimmungen plus der aus dem Gas- 
raum verschwundenen Kohlensaure ergab die assimilierte Kohlensaure 
immer unter Einrechnung der Carboxylgruppen der zugesetzten Fettsaiuren. 
Tate man das nicht, so ergabe sich z. B. bei der Essigsaiure, daB Kohlensiiure 
nicht reduziert, sondern gebildet worden sei. Vergleiche Tabelle VI, Ver- 
suche 11 bis 15. Die Anfangsgeschwindigkeit der Kohlenséureabsorption 
der Purpurbakterien in Gegenwart der Natrium- oder Kaliumsalze der 
aliphatischen Fettséuren ist unabhingig von dem Molekulargewicht der 
Séuren und ungefahr gleich groB, vorausgesetzt, daB man gleich alte Bakterien 
derselben Kulturen benutzt. Tabelle IV. 


3. Isolierung eines polymeren Kérpers der Formel (C4H,O.)y.- 


Die in 23 Liter Nahrlésung innerhalb 8 Tagen gewachsenen Purpur- 
bakterien wurden auf einer Schalzentrifuge abzentrifugiert, gewaschen 
und in 20 Liter einer m/100 Kaliumbutyratlésung suspendiert. © Durch 
die Suspension wurde ein langsamer Strom von Argon mit 8°, Kohlen- 
siure geleitet. Die Purpurbakterien wurden wie in den Massenkulturen 
belichtet, vermehrten sich im Laufe 1 Woche auf das Doppelte und 
nahmen eine tiefere Farbung an. Sie wurden abzentrifugiert, auf der 
Zentrifuge gewaschen und in diinnen Schichten bei 30° im Fauwst- 
Heim-Apparat getrocknet. Ausbeute 22g. Hierbei machte ich die Er- 
fahrung, daB rasch getrocknete Purpurbakterien ihre Lebensfahigkeit 
nicht einbiiBen und, in passenden Lésungen suspendiert, nach kurzer Zeit 
einen normalen Stoffwechsel zeigen. Die lackartig glinzende schwarzrote 
Masse extrahierte ich im Soxhlet-Apparat mit Trichlorathylen, bis die Lésung 
nur noch schwach gefarbt ablief, und darauf mit Chloroform. Das Chloroform 
lief zunachst wieder rotbraun ab und nahm spiter eine griinliche Farbung 
an. Die Chloroformlésung wurde eingeengt und mit einem Uberschub 
von Alkohol versetzt. Hierbei begann eine gallertartige Masse auszufallen. 
Die Abscheidung wurde vollstandig, nachdem durch Abdestillieren der 
Hauptmenge des Alkohols auch die letzten Anteile an Chloroform ver- 
trieben worden waren. Nach einigem Stehen in der Kalte wurde die sehr 
voluminése Substanz abgesaugt, fliichtig getrocknet, wobei sie sehr zu- 
sammenschrumpfte, nochmals in wenig Chloroform gelést, wieder mit 
Alkohol gefallt und endlich tiber Schwefelsiure getrocknet. Ausbeute 
0,36 g. In einem anderen Versuch, bei dem ich die Bakterien sofort aus 
der Nahrlésung heraus verarbeitete, war die Ausbeute noch geringer. Um 





apie tikes 


12 H. Gaffron: 


den neuen Korper weiter zu reinigen, léste ich ihn in Chloroform und lieB 
das Chloroform in diinner Schicht verdunsten; es blieb ein zusammen- 
hangender, etwas braun gefarbter Film zuriick. Er wurde 24 Stunden in 
der Kalte mit Benzol extrahiert, wonach er ziemlich farblos war. Nach 
dem Trocknen iiber Phosphorpentoxyd, was mehrere Tage in Anspruch 
nahm, gaben die Analysen folgende Werte: 


I. 3,566 mg Substanz: 7,410 mg CO,, 2,239 mg H,O. 


Il. 1,828 ,, * 3,760 ,, CO, 1,19 ,, H,O. 

III. 2,138 ,, * 4,400 ,, CO,, 1,37 ., H,O. 
Ber. fiir (CgH;O)n oder (CyHgO,)n: C 55,81, H 6,98; 
get: 56,67, 7,03, 


56,10, 7,28, 
56,14, pe» a 
0,228 g des Kérpers wurden in Chloroform gelést und langsam zu einer 
Lésung von 1,0 g p-Nitrophenylhydrazin in 50 ccm zum Sieden erhitzten 
Eisessig gegeben, wobei der Koérper teilweise in Flocken ausfiel. Nach 
zwolfstiindiger Behandlung auf dem Wasserbad war alles in Lésung ge- 
gangen. Nach vorsichtigem Zugeben von 100 ccm Wasser schieden sich 
iiber Nacht in der Kalte 0,68 g braunrote Kristalle ab, Ausbeute demnach 
67%. Die Kristalle wurden zweimal aus 1 °%iger Essigsiure umkristallisiert 
und gaben folgende Analysenwerte. 


I. 3,912 mg Substanz: 7,003 mg CO,, 1,660 mg H,O. 


Il. 4,238 ., is 0,812 cem N,, p = 758, t = 28°. 
IIT. 2,972 ., " 0,574 ,, Ng p = 757, t = 28°. 
Ber. fiir CygHigNeOe: C 49,5 H 4,14, N 21,6; 
gef.: 49,0, 4,70, 21.45, 


21,50. 
4. Tabellen. 
Tabelle III. 


EinfluB der Substratkonzentration auf die Geschwindigkeit 
‘ der CO,-Absorption durch Purpurbakterien. 





Crotonsaures Natrium 


0,03 eem Bakterien in 3 cem m/150 Bicarbonat 
Argon mit 5 °/, CO,. 36° 





1/3 mol. 1/;5 mol. 1/2, mol. 1/399 mol. 


30 Min. belichtet. Assimilation a 
meamm-OO, ... 3% s/s 6 53 79 7 


~ 





Buttersaures Kalium 


0,06 cem Bakterien in 2 ccm Leitungswasser 
Argon mit 5%/) COs. 35° 





1), mol. 1/o9 mol. 1/299 mol. 
30 Min. belichtet. Assimilation 
inomm CQ,...... 5 15 85 
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Spektrophotometrische Adrenalinbestimmung 
in Nebennierenextrakten. 


Von 


U.S. von Euler. 


(Aus der Pharmakologischen Abteilung des Karolinischen Institutes, 
Stockholm. ) 


(Eingegangen am 19, Februar 1933.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Zahlreiche chemische Methoden zur Adrenalinbestimmung, vor- 
wiegend in Nebennierenextrakten, sind beschrieben worden, [Literatur 
bei Trendelenburg (1), Sato (2), Borberg (3).] 


Gegen die vielfach verwandte, sehr empfindliche Phosphorwolfram- 
saurereaktion von Folin, Cannon und Denis (4) wurde in der letzten Zeit 
angefiihrt, daB diese Methode oft abweichende, und zwar meistens héhere 
Werte liefert als die bei biologischer Priifung erhaltenen, namentlich wenn 
Rindensubstanz oder die ganze Nebenniere zur Bestimmung verwendet 
wird [ Watanabé und Sato (5), Holmquist (6)|.. Durch die Entdeckung der 
sogenannten Hexuronsaure in der Nebennierenrinde durch Szent-G y6rqyi (7) 
diirfte die wahrscheinlich wichtigste Fehlerquelle dieser Methode auf- 
gefunden sein, da die Hexuronsiéiure, wie zuerst Szent-Gyérqgyi und Mit- 
arbeiter (8) und spiater H.v. Euler, Bjurstrém und Hellstrém (9) gezeigt 
haben, mit dem Folin-Denis-Reagens energisch reagiert. Auch friihere 
Angaben von Sugawara (10) und Watanabé und Sato (1. ¢.) sprechen in 
derselben Richtung, da diese Autoren eine betrachtlich starkere Folin- 
Reaktion mit Extrakten aus der Nebennierenrinde gefunden haben, als dem 
Adrenalinwert nach biologischer Priifung entsprechen wiirde. Watanabé und 
Sato fanden sogar mit Rindenextrakten, die eine sehr deutliche Folin- 
Reaktion gaben, kein biologisch nachweisbares Adrenalin. H. v. Euler, 
Bjurstrém und Hellstrém fanden, daB die Gewichtsmengen Hexuronséure 
und Adrenalin. bei gleicher Farbenintensitaét sich wie 2,7: 1 verhielten; 
in eigenen Versuchen wurde dieses Verhaltnis zu etwa 2,1: 1 gefunden 
(spektrophotometrisch gemessen mit dem Pulfrich-Photometer wie in 
den Versuchen von Holmquist). Die in den Extrakten aus Nebennieren 
und namentlich solchen aus Rindensubstanz oder ganzen Nebennieren 
vorkommende Hexuronsiéiure setzt somit die Verwendbarkeit der Folin- 
Methode ernstlich aufs Spiel. Die Méglichkeit, Adrenalin als Differenz 
zwischen dem Folin-Wert und dem mit Hilfe des Reagens von Tillmans (11) 


ermittelten Hexuronséiurewert zu bestimmen, scheitert nicht selten an 

















ty 





or- 
tur 


im - 
Leit 
ere 
nn 
det 
der 
(7) 
uf - 
lit - 
‘igt 
ere 

in 
in- 
em 
ind 
‘in- 
ler, 
ure 
PN >; 
len 

in 
ren 
ren 
in- 
nz 
11) 
an 








ae 


U.S. v. Euler: Spektrophotometrische Adrenalinbestimmungy. 19 


dem Umstand, dai die Differenz oft sehr klein ist im Vergleich mit dem 
Folin-Wert. In Kaninchennebennieren findet man manchmal, dali das 
Verhaltnis von Adrenalin nach Folin zu biologisch bestimmtem Adrenalin 
5 bis 10 betragt, wodurch der Bestimmungstehler betrachtlich werden kann. 
In Markextrakten ist die Abweichung jedoch meistens viel weniger aus- 
gesprochen, was auch verstandlich ist wegen des Zuriicktretens der Hexuron- 
siure gegen das Adrenalin [|Aojima und Naito (12)). 

Unter den iibrigen Bestimmungsmethoden scheint die von Comessatt/ (13) 
verwandte und spiter von Suto und Inouye (14) moditizierte Sublimat- 
reaktion recht empfindlich zu sein und soll auch mit den biologisch gefundenen 
Werten gute Ubereinstimmung zeigen {| Watanabé und Sato (l.c¢.)]. Diese 
Methode erfordert indessen Erwarmung der Extrakte; tibrigens ist die 
Gegenwart von Sublimat in manchen Fallen unvorteilhaft. 

Beim Suchen nach einer Adrenalinbestimmungsmethode, die 
soweit méglich spezifisch ware, wie auch in der Ausfithrung einfach, 
wurde auf die bekannte Jodreaktion von Vulpian (15) zuriickgegriffen. 
Diese besteht in einer rotvioletten Farbung der adrenalinhaltigen 
Losungen nach Zusatz von Jod-Jodkaliumlésung bei passender Aziditat. 
Diese Reaktion zeigte sich, wie schon Abelous, Soulieé und Toujan (16) 
angegeben haben, auch fiir quantitative Bestimmungen § geeignet. 
Nach Abelous und Mitarbeitern wird die Methode so ausgefiihrt, dab 
nach schwachem Ansauern der zu priifenden Lésung und Zusatz der Jod- 
losung die Farbstarke nach Entfernung des iiberschiissigen Jods durch 
Thiosulfat mit derjenigen einer bekannten Adrenalinlésung verglichen 
wurde. Versuche mit Nebennierenextrakten, um den Adrenalingehalt 
sowohl kolorimetrisch als biologisch zu bestimmen, werden jedoch 
nicht mitgeteilt. 


Ausfiihrung der Reaktion fiir spektrophotometrische Bestimmung, 


Erforderliche Reagenzien: 0.3 n HCl, 0,1n Jodlésung, 10°;ig. 
Na-Acetatlésung, 0,1 n Na-Thiosulfatlésung. 

Die fiir die hier mitgeteilte Methode zugrunde liegende Vulpian- 
Reaktion wurde so ausgefiihrt, daB zu der zu priifenden schwach sauren 
Lésung (eben lackmussauer) 0,5cem 0,3n HCl, 0,5 cem 0,1 n Jod- 
lésung sowie 0,6cem 10°,ig. Na-Acetatlésung in der angegebenen 
Folge hinzugesetzt werden. Die bei starker saurer Reaktion sehr langsam 
verlaufende bzw. nicht hervortretende Farbenentwicklung erreicht nach 
dem Zusatz von Na-Acetat ziemlich schnell ihren Endwert. Nach 
5 Minuten Stehen, wenn die maximale Farbstarke sicher erreicht ist, 


wird die tiberschiissige Jodmenge durch Zusatz von 0,5 cem 0,1 n Na- 
Thiosulfatlésung entfernt. Hierbei erscheint die rotviolette Farbe 
bei Anwesenheit von Adrenalin. Ein genaues Titrieren mit Thiosulfat 
ist nicht nétig, da auch ein betrachtlicher UberschuB des letzteren die 
Resulate nicht merklich andert. Es folgt hieraus auch, daB die Reagenzien 
nur mit ziemlicher Genauigkeit hergestellt zu werden brauchen. Die 
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auftretende Farbe ist bei etwa 10 cm Schichtdicke noch in einer Adre- 
nalinkonzentration von 1:2 Millionen mit dem bloBen Auge gut er- 
kennbar. 

Die Farbenreaktion wird zweckmabig entweder in 15 cem-Meb- 
kolben oder in abgewogenen 15 ccm-MeBglasern ausgefiihrt. Nach 
Entfernung des freien Jods wird das Volumen mit destilliertem Wasser 
auf 15 cem gebracht. Die Farbe ist jetzt mehrere Stunden bei Zimmer- 
temperatur unverandert haltbar. 

Die Bestimmung des Adrenalingehaltes wurde mit dem Pulfrich- 
Stufenphotometer (Zeiss) vorgenommen, wobei die Absorption in der 
griinen Spektralfarbe S50 (2 = 500 uy) gemessen wurde.  Gleich- 
zeitig mit der Ausfiihrung der Farbenreaktion wird eine Blindprobe 
mit allen in die Hauptprobe eingehenden Lésungen mit Ausnahme des 
Jods hergestellt. Besonders bei kleinen Adrenalinmengen oder bei 
verfirbten Extrakten ist die Verwendung einer Blindprobe der zu 
priifenden Lésung unbedingt notwendig. Die Blindprobe wie die Haupt- 
probe werden sodann in trockenen ode: mit den zu priifenden Fliissig- 
keiten gespiilten Kiivetten, die etwa 10 cem bei einer Linge von 30 mm 
fassen, hineingegossen und die zur Erreichung von Farbengleichheit 
erforderliche Blendung an der Blindprobenseite beobachtet. 

Bei der Priifung bekannter Adrenalinlésungen, die aus der Stamm- 
lésung 1: 1000 von Supraren. synth. ,,Héchst** bereitet waren!, ergab 
sich eine lineare Beziehung zwischen den Adrenalinmengen und dem 
Extinktionskoeffizienten, wonach die zugesetzte Adrenalinmenge sich 


, 


€ 
aus der Gleichung Milligramm Adrenalin = berechnen 1aBt, wo 


d.k 
en a Io ' ; 
e = Extinktionskoeffizienten (log I ), I, = einfallendes Licht an der 


Probenseite in Teilstrichen der Trommelskala, J = einfallendes Licht 
an der Blindseite nach erforderlicher Blendung (in Skalenteilen), 
v = Fhissigkeitsvolumen (ccm), d = Kiivettenlinge (em), * = Kon- 
stante. 

In den hier ausgefiihrten Bestimmungen wurde immer ein Fliissig- 
keitsvolumen von 15 ccm und eine Kiivettenlange von 3 cm angewandt. 
Die Konstante wurde in einigen Versuchsreihen mit Adrenalinmengen 
zwischen 0,020 und 0,250 mg bestimmt, bei welchen Adrenalinmengen 
die Ablesung bequem vor sich ging. Die so gefundenen Werte der 
Konstante k, nach der oben angefiihrten Formel berechnet, werden 
unten mitgeteilt. (Alle Adrenalinmengen beziehen sich auf die Base.) 


! Das in den kauflichen Lésungen vorhandene Aceton-Chloroform 
(0,4°,,) iibt auch in Mengen von 5 mg/cem keinen merklichen EinfluB auf 
die Farbenreaktion aus. 
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Tabelle I. 





Adrenalin . 10° zugesetzt . .mg 2 3 4 5 6 7 8 of) 


T (bei J, 100) abgelesen 86.0 79.5 74,0 68,0 63,5 59,0 55.0 50.0 
2 : : : 164 16.7 163 16,7 164 16,3 16,2) 16,7 





Adrenalin . 102 zugesetzt . .mg 10 11 12 13 15 20 2 


T (bei J, 100) abgelesen 47,0 43.0 40.0 37,0 3825 225 14,5 
PS ie 4 ee hoe oe 16.4 16.6 16,6 16,6 16,3 16,2 16,7 

Der Mittelwert von k& betragt nach den obigen Bestimmungen somit 
16,47 -— 0,05. Als brauchbarer Wert 1aBt sich 16,5 angeben. 


Bemerkungen zur Ausfiihrung und Brauchbarkeit der Methode. 

Von groBbem praktischen Wert ist, daB die bei der Vulpian-Reaktion 
auftretende rotvielette Farbe sehr bestandig ist. In mehreren Versuchen 
konnte in Proben, die sogar 12 Stunden bei Zimmertemperatur ge- 
blieben waren, keine sichere Anderung der Farbenintensitat beobachtet 
werden. 

Es muB genau darauf geachtet werden, was schon Abelous und 
Mitarbeiter betont haben, daB die Farbenreaktion bei schwach saurer 
Reaktion ausgefiihrt wird, da schon bei schwach alkalischer Reaktion 
die Farbe recht unbestandig ist und bei starker saurer Reaktion (kongo- 
sauer) oft ausbleibt. Bei Verwendung von schwach lackmussauren 
Extrakten, die der Priifung unterworfen werden, wird eine geeignete 
Aziditat bei Verfolgung der hier angefiihrten Methodik immer ge- 
wahrleistet. Starker saure Extrakte werden vorher mit Na-Acetat 
auf die gewiinschte Reaktion gebracht. Wie sich aus zahlreichen Ver- 
suchen ergeben hat, ist das Adrenalin in schwach lackmussauren 
Extrakten im Eisschrank wahrend langer Zeit unverandert haltbar. 
Keine Verschiedenheiten der Farbenintensitat sind im Aziditatsbereich 
eben lackmussauer bis eben kongoalkalisch beobachtet. 

Alle Extrakte wie Reagenzien miissen unbedingt gut filtriert und 
klar sein. 

Bei Gegenwart gréBerer Mengen von Hexuronsaure oder sonst 
jodverbrauchenden Stoffen muB auf einen hinreichenden Jodzusatz 
immer genau geachtet werden. Der hier angegebene Zusatz von 0,5 ccm 
0.1 n Jodlésung geniigt reichlich, um 0,25 mg Adrenalin bei Gegenwart 
von 2 mg Hexuronsiure zu oxydieren. In der Regel sollten aber kleinere 
Adrenalinmengen zur Bestimmung gelangen; etwa 0,1 mg hat sich als 
eine passende Menge erwiesen. Wenn die Jodmenge unzureichend ist, 
so beobachtet man mit Adrenalin statt der rotvioletten Farbe eine 
erdbeersaftfarbene Nuance, die der bei spontaner Oxydation ent- 
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stehenden Farbe sehr ahnelt und etwas abweichende (héhere) Werte 
liefert. 

Aus dem oben Angefiihrten ergibt sich, daB die titrimetrische 
Methode von Chikano (17) die auf Oxydation des Adrenalins durch 
Jodsiiure begriindet ist, nicht fiir hexuronsdurehaltige Nebennieren- 
extrakte verwendbar ist. 

In besonderen Versuchen wurde der EinfluB der Hexuronsaure! 
auf die Farbenreaktion bei Gegenwart von Adrenalin geprift. Es zeigte 
sich dabei, daB ein Zusatz von 0,5 bis 2 mg Hexuronsaiure zu einer 
Adrenalinmenge von 0,100 mg auf den kolorimetrischen Wert keinen 
nachweisbaren EinfluB ausiibte, wie aus der Tabelle II hervorgeht. 


Tabelle II. 





Zugesetztes Zugesetzte Spektrophotometrisch 
Adrenalin Hexuronsiéure gefunden 
mg mg mg 
0,100 a 0,098 
0,100 O05 0,100 
0,100 2.0 0,099 
0,100 0,101 


Herstellung der Extrakte. 


Als Extraktionsmethode fiir die Nebennieren und sonstige Organe 
wird die von Folin, Cannon und Denis (|. c.) angegebene empfohlen. 
Dieses Extraktionsverfahren liefert nach Filtration ganz wasserklare, 
bei niederer Temperatur sehr haltbare Extrakte, mit einer fiir die hier 
mitgeteilte Adrenalinbestimmungsmethode passenden Aziditat. (Das 
neuerdings von Szent-Gydrgyi und Mitarbeitern (8) angegebene Ver- 
fahren scheint gegemiber der Extraktionsmethode von Folin, Cannon 
und Denis keine Vorziige zu bieten, woriiber an anderem Ort berichtet 
werden soll.) 


Vergleich zwischen der spektrophotometrischen und der Blutdruckmethode 
zur Ermittlung des Adrenalingehaltes. 

Das entscheidene Urteil iiber die Brauchbarkeit der hier be- 
schriebenen Methode wird durch einen Vergleich zwischen den_ bei 
biologischer Priifung und durch Kolorimetrie gefundenen Adrenalin- 
werten geliefert. Als biologische Priifungsmethode wurde die Blut- 
druckmethode gewahlt [Oliver und Schafer (18), Elliott (19)}, da diese 


1 Das Hexuronséurepriparat stammte von Prof. Dr. A. v. Szent- 
Gyérgyi und wurde mir von Prof. Dr. H. v. Euler giitigst zur Verfiigung 
gestellt. Von dem in einem Vakuumexsikkator aufbewahrten Praparat 
wurde fiir jeden Versuch eine Lésung frisch hergestellt. 
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einerseits fiir die meisten Priifungen empfindlich genug ist und anderer- 
seits durch andere Stoffe in den Extrakten nicht ernstlich beeinfluBt 
wird. Somit wurde zunachst festgestellt, da weder das Na-Acetat, 
noch die Hexuronsaure in tatsachlich vorkommenden Mengen Wirkungen 
auf den zu priifenden Blutdruck, weder einzeln noch mit Adrenalin 
zusammen, ausiibten, was aus der Abb. 1 hervorgeht. 





Abb. 1. 


Kaninchenblutdruck, Urethannarkose. A. (Den Pfeilen entsprechend): Intravenise Injektion 

von 0,2 ccm 10° ,iger Na-Acetatlisung, 2cem Ringerlésung und 0,002 mg Adrenalin. B. Bei a 

1 mg Hexuronséure, b 2cem Ringerlisung, ¢ 0,002 mg Adrenalin, d desgleichen, e 0,002 mg 
Adrenalin + 1 mg Hexuronsdure in vivo injiziert. 


Bei geeigneten Praparaten lieB sich in dieser Weise der physiologisch 
aktive Gehalt an Adrenalin in den Extrakten mit einer Fehlerbreite 
von etwa 10 bis 20°, bestimmen. Die Priifungen wurden in einer 
kleineren Anzahl von Versuchen an athernarkotisierten Katzen aus- 
gefiihrt, in der Mehrzahl der Falle aber an Kaninchen, die mit 1,2 ¢ 
Athylurethan pro Kilogramm intravenés narkotisiert waren. 

Zur Priifung der kolorimetrischen Methode wurden insgesamt 
zwolf Extrakte aus Nebennieren von Kaninchen, Katzen, Hund und 
Rindern benutzt. Die Extrakte wurden nach den Vorschriften von 
Folin, Cannon und Denis hergestellt. Die mit physiologischer Kochsalz- 
lésung zweckmaBig verdiinnten Extrakte wurden sodann mit der 
Wirkung einer Lésung von Supraren. synth. (Héchst) in eben lackmus- 
saurer physiologischer NaCl-Lésung verglichen, bei den Kaninchen- 
versuchen meistens 0,004 mg pro Kubikzentimeter. Der Blutdruck 
wurde aus der einen Carotis mit dem Hg-Manometer gemessen. Alle 
Injektionen geschahen mit méglichst gleicher Geschwindigkeit in die 
Vena jugularis der einen Seite. Die injizierten Volumina schwankten 
zwischen 0,1 und 0,8 cem und wurden mit 2 cem kérperwarmer physiolo- 
gischer NaCl-Lésung nachgespiilt. Die Versuche an Katzen und Kanin- 
chen lieferten dieselben Ergebnisse. 
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Unten wird in der Abb. 2 ein derartiger Versuch mit Nebennieren- 
extrakten am Kaninchenblutdruck veranschaulicht. 





Abb. 2. 


Wie aus der Abbildung ersichtlich ist, entsprechen 2 y Adrenalin 
etwa 0,35cem Extrakt A (Hund): 040cem A < 2y Adrenalin 
> 0,30 cem A, bzw. etwa 0,60 cem Extrakt B (Katze): 0,75 cem B 
> 2 y Adrenalin > 0,50 ccm B. 

In entsprechender Weise wurde die Wirksamkeit der verschiedenen 
Extrakte mit der einer Standardlésung verglichen. Die Ergebnisse 
werden in Tabelle III wiedergegeben. 


Tabelle III. 





Adrenalingehalt pro cem Neben- 
nierenextrakt gefunden 


Tierart —————$__———— —— 
Blutdruckmethode kolorimetrisch 
mg mg 
Kaninchen. . ..... 0,013 0,014 
me 0,004 0,005 
i 0,013 0,013 
= Ee ae 0,018 0,022 
ae are 0,084 0,082 
> edie Seog ae a oe 0,033 0,031 
a ee ee 0,057 0,060 
Rind (Mark allein). . . 0,075 0,072 
” ” 3 pkg 0,114 0,118 
_ 0,013 0,013 
” 0,013 0,013 
< 0,005 0,005 


Alle Vergleichsbestimmungen beziehen sich auf besondere Extrakte. 
Die Ubereinstimmung zwischen dem biologisch gefundenen und 
dem spektrophotometrisch ermittelten Adrenalingehalt diirfte somit 
nach den bisherigen Erfahrungen als gut angesehen werden. Da keine 
gréBeren Abweichungen als die hier veranschaulichten beobachtet 
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worden sind, wurde die Frage nach der Spezifitat der Jodreaktion fiir 
die hier in Betracht kommenden Extrakte nicht naher angegriffen. 


Genauigkeit und Empfindlichkeit der Methode. 


Die Fehlerbreite diirfte bei genauer Ausfiihrung mit Adrenalin- 
mengen gréBer als 0,05 mg zu etwa 2°. geschatzt werden.  Fiir 
kleinere Adrenalinmengen ist der Fehler etwas gréBer, um bei Mengen 
von 0,01 mg etwa 10%, zu betragen. Demnach sollen nur ausnahms- 
weise kleinere Adrenalinmengen als 0,02 mg (Fehler etwa 5°) zur 
Bestimmung gelangen. 


Zusammenfassung. 


Die Jodreaktion zum Nachweis von Adrenalin nach Vulpian wurde 
als Grundlage einer in ihren Einzelheiten beschriebenen quantitativen 
Bestimmungsmethode benutzt. 

Die Farbenintensitét der Probe wird in einem Pulfrich-Stufen- 
photometer gemessen, was eine binnen weiten Grenzen genaue Be- 
stimmung des Adrenalins ohne Verwendung von Standard ermdglicht. 

Die Methode liefert mit Nebennierenextrakten Werte, die mit 
den biologisch bestimmten (Blutdruckmethode) gut iibereinstimmen. 

Die in Nebennierenextrakten oft vorkommende Hexuronsaure 
(Szent-Gyérgyi) iibt in tatsichlich vorhandenen Mengen keinen merk- 
lichen EinfluB weder auf die Blutdruckreaktion noch auf die spektro- 
photometrische Bestimmung aus. 


Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Rockefeller Foundation 
ausgefithrt. 
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Kolorimetrische Halbmikro- und Mikrobestimmung von Nicotin 
in Tabak und Tabakrauch. 


Von 


Rudolf Hofmann. 


‘Aus dem Laboratorium fiir analytische Chemie der pharmazeutischen 
Fakultat der Universitat Bukarest.) 


(Eingegangen am 2. Januar 1933.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Da sich die iblichen Bestimmungsmethoden des Nicotins auf 
titrimetrischem und gravimetrischem Wege nicht fiir kleine Mengen 
Alkaloid eignen und insbesondere fiir Serienarbeiten zu umstiindlich 
sind, ver6ffentliche ich die hier folgende Methode, die sich bei einer 
groBen Anzahl von Analysen sehr bewahrt hat. 


Prinzip der Methode. 


Im Destillat der Tabakprobe oder in der sauren Nicotinlésung 
bei Rauchproben wird das Alkaloid mittels Silicomolybdansiure gefallt. 
Der Niederschlag wird, je nach der Menge, in einer geeigneten Appa- 
ratur von der Flissigkeit getrennt und reduziert. Die so erhaltene 
blaue Lésung wird mit einer reduzierten Lésung des verdiinnten Reagens 
verglichen, deren Wirkungswert auf Nicotin empirisch eingestellt ist. 


C. A. Rojan und Rudolf Seifert! haben ahnliche Wege_ beschritten, 
jedoch arbeiten diese Autoren mit reinen Alkaloidsalzlésungen von be- 
deutend héherer Konzentration und benutzen Phosphormolybdansaure. 
Durch zahlreiche Versuche konnte festgestellt werden, daB die Blaufirbung 
nach Reduktion des Komplexes mit Kieselsaiure bestandiger ist, als die der 
entsprechenden Phosphorsaéureverbindung. Ferner wurde zum Trennen 
der fliissigen von der festen Phase nicht die Zentrifuge benutzt, der die 
obigen Autoren den Vorzug geben, sondern die Filtration, da diese Methode 
sich bei den vielen durchgefiihrten Bestimmungen als zuverlassiger erwies. 
AuBerdem ist es dann méglich, mit verschiedenen Volumina zu arbeiten, 
ein Umstand, der bei nicotinarmen Lésungen oft fiir das Gelingen aus- 
schlaggebend ist. 


1 OC. A. Rojan u. Rudolf Seifert, Arch. d. Pharm. 268, 499, 1930. 
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Erforderliche Liésungen. 


1. Silicomolybddnsdure. Man versetzt 14,4 g¢ Molybdanséureanhydrid 
pro analysi (Merck oder Haen) mit 100 cem Normallauge und erwarmt auf 
dem Wasserbad in einem Becherglas von 1000 cem bis zur Lésung. Hierauf 
fiigt man von einer bekannten Natriumsilikatlésung soviel hinzu, daB 
im ganzen 0,7 g SiO, vorhanden sind. Unter kraftigem Riihren fiigt man 
in kleinen Anteilen soviel HC] 10° ig. (etwa 200 cem) hinzu, bis die friiher 
farblose Lésung eine griine Farbe annimmt. Man erganzt auf etwa 900 cem 
mit Wasser und bela®t 3 Stunden auf dem Wasserbad; nach dieser Zeit 
entfernt man die Warmequelle und filtriert nach 24 Stunden von der iiber- 
schiissigen Kieselsiure ab. Dann erginzt man auf 1000 ccm. 

Das auf diese Weise hergestellte Reagens ist eine Lésung von Mono- 
silico-duodecim-Molybdansiaiure (4 H,O. SiO, .12 MoQ,). Da Reagens 
verhalt sich in jeder Hinsicht wie die entsprechende Woltramverbindung, 
die von North und Beal! beschrieben wurde. Der einzige Unterschied, der 
gerade fiir unsere Zwecke ausschlaggebend ist, besteht darin, das Molybdiin- 
blau bestandig ist, Wolframblau hingegen nicht. Es wurden auch, wie 
eingangs erwihnt, Versuche mit Phosphormolybdinsaéure angestellt, jedoch 
ist auch in diesem Falle die Kieselsiureverbindung wegen der gréBeren 
Bestandigkeit vorzuziehen. 

Was die Empfindlichkeit anlangt, so ist sie die gleiche, wie bei An- 
wendung der Silicowolframsaéure, nimlich: Grenzkonzentration |: 1250000 
(Hofmann?). Fi quantitative Zwecke kénnen jedoch fiir die Halbmikro- 
bestimmung Verdiinnungen von 1: 12500, fiir die Mikrobestimmung 
1: 40000 nicht iiberschritten werden. 

2. Waschflissiqkeit. 0.5° ig. HCl mit einem Zusatz von 10°,ig. NaCl. 

3. Reduktor. Glyecin ,,Agfa** 0.5 g, Natriumsulfit 15 cem 10° jig. Lésung, 
5°, Ammoniak bis 100cem. Man mifit erst das Natriumsulfit ab, fiigt 
dann Glyein hinzu und mischt; dann wird unter Schiitteln die Ammoniak- 
lésung eingetragen. Wenn man auf diese Art das Reagens bereitet. ver- 
meidet man Braunférbung der Lésung. Der Reduktor ist in dunklen 
Flaschen 24 bis 48 Stunden gebrauchsfahig. 

4. Standardstammlésung. YFiir Mengen iiber 2 mg Nicotin verwendet 
man Stammlésungen, die aus 10°, ig. Silicomolybdiainreagens und 90°), 
Wasser bereitet sind, fiir Mengen unter 2 mg ist eine Lésung von 5° 
Reagens Nr. 1 vorzuziehen. 


Einstellen der Standard-Stammlésung. 
(Halbmikroverfahren. ) 


Man verdiinnt, wie unter 4. angegeben, 100 cem Reagens Nr. 1 auf 
1000cem. Dann wird durch Titration von 2 Tropfen reinem Nicotin 
(n/10 Saéure, Indikator: Methylrot) eine bekannte Menge Nicotin bestimmt 
und auf 100cem mit Wasser aufgefiillt. Im unserem Falle war die Kon- 
zentration 0,06715°,. Von dieser Lésung werden 1, 2, 3. 4, und 5ccm 
mittels einer genauen Pipette abgemessen und in fiinf Becherglaser tiber- 
gefiihrt, dann wird auf 25cem mit Wasser erginzt und mittels 10°, ig. 
Salzsaure auf eine Konzentration von 0,4°, gebracht. Hierauf fiigt man 
je 2cem Reagens Nr. | hinzu und tiberlaBt 24 Stunden der Ruhe. 


1 £.0. North u. D. Beal, J. of the Amer. pharm. Ass. 13, 889, 1924. 
2 Hofmann, Mikrochemie 10, 53, 1931. 
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Hierauft wird der Niederschlag von Silicomolybdat abfiltriert. Diese 
Operation ist die wichtigste, denn von ihrem Gelingen hangt die Gré8e 
des Fehlers ab. Die Filtration geschieht durch Porzellanfilterstabchen 
(Staatliche Porzellanmanufaktur Berlin). Mittels des im folgenden be- 
schriebenen Apparates ist auch diese Arbeit leicht einwandfrei durch- 
zufiihren. 


Die Filtriervorrichtung fiir die Halbmikrobestimmung besteht aus 
einem Exsikkator mittlerer GréBe A (Abb. 1), dessen Boden mit Sand 
soweit angefiillt ist, daB ein 25-cem-MeBkolben beim Abheben des Deckels 
nicht umgeworfen wird. Der Deckel ist mit einer Offnung versehen, die mit 
einem Gummistopfen verschlossen ist. Dieser ist einfach oder doppelt 
durchbohrt, je nachdem. ob der Exsikkator einen seitlichen Ansatz zum 
Evakuieren besitzt oder nicht. In letzterem Falle wird durch die eine 
Offnung das Rohr B gefiihrt, das zur Luftpumpe leitet (Weite etwa 4 bis 
5mm). Durch die andere Offnung des Stopfens ragt das Kapillarrohr C 
(starkwandig, Weite 2mm), dessen im Exsikkator befindliches Ende in 
eine Spitze ausgezogen ist. Das andere Ende ist durch Kautschukschlauch, 
Glas an Glas, mit dem Rohr D verbunden. An das letztere wird ebenfalls 
mittels Schlauches das Filterstabchen (Makro) S befestigt (Porzellan an 
Glas). 
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Abb. 1. Abb. 2. 


Die Filtriervorrichtung fii die Mikrobestimmung ist prinzipiell die 
gleiche, nur benutzt man statt des Exsikkators ein Reagensglas von etwa 
20cm Linge, in welche man ein kiirzeres Reagensglas einfiihrt, das eine 
Teilung nach Art der Biiretten (10 ccm in 0,1 ccm geteilt) tragt (Abb. 2). 
Die Befestigung des Mikrostabchens bewerkstelligt man am besten mit 
einem Ventilschlauch, wie sie fiir Farradpneus benutzt werden. Zu diesem 
Zwecke zieht man das Kapillarrohr zu einer feinen Spitze aus und bringt 
oberhalb derselben durch Ziehen eine Verjiingung an. Derart befestigt, 
halt das Mikrostébchen sehr gut. Ein Zusammenfallen des Schlauches 
findet nicht statt, wenn man fiir Verbindung Glas an Porzellan § sorgt 
(Abb. 2a). 


Bevor man die Filtration beginnt, wascht man das Stabchen, indem 
man es in warme (nicht heiBe!) 10°%,ig. Natronlauge taucht und ungefahr 
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10 Minuten mittels der Filtriervorrichtung mit Wasser wascht. Dann 
verfahrt man ebenso mit K6nigswasser. Das so vorbereitete Stabchen 
wird in die zu filtrierende Fliissigkeit in unserem Falle die Bechergliser 
von Tabelle I getaucht; dann setzt man die Luftpumpe in Tatigkeit 
und filtriert die Fliissigkeit ab. Ohne den am Staibchen klehbenden Nieder- 
schlag zu beriicksichtigen, dreht man das Rohr ) um 180° (punktierte Linie 
Abb. 1), damit so die letzten Reste Fliissigkeit abgesaugt werden. Hierauf 
bringt man das Filter in die Anfangsstellung zuriick und unterbricht das 
Vakuum. Dann mi8t man in das Glas 3cem Waschiliissigkeit und riihrt 
mit dem Stabchen gut um, so da8 der am Filter befindliche Niederschlag 
mit der Fliissigkeit durchmischt wird, und saugt wieder ab. Man wiederholt 
das Waschen mit 2 und leem Lésung Nr. 2. Hierauf verwendet man je 
nach Menge des Niederschlages einen MeBkolben von 10 bzw. 25 cem, den 
man in den Exsikkator stellt, und zwar so, daB die Spitze des Glasrohres C 
in den Hals des Kolbens reicht. Dann pipettiert man in das Becherglas 
5cem Reduktor (Nr. 3) und riihrt mit dem Filterstabchen um. Der Nieder- 
schlag geht sofort mit blauer Farbe in Lésung. Man evakuiert und filtriert 
so die Lésung direkt in den MeBkolben. Man wascht mit kleinen Mengen 
Wasser nach, bis die Fliissigkeit farblos durch die Réhren strémt. fiillt 
zur Marke anf und mischt durch Schiitteln. 

Hierauf wird der Standard bereitet. Zu diesem Zwecke mifbt man von 
der einzustellenden Standardstammlésung mittels einer Biirette eine be- 
stimmte Anzah! von Kubikzentimeter in einem MeBkolben gleicher GréBe 
wie oben, reduziert mittels 5cem Reduktor und fiillt zur Marke auf. Man 
vergleicht die Farben zuniachst ohne Kolorimeter und gleicht die Standard- 
lésung durch passende Mengen von Standardstammlésung der Proben- 
lésung méglichst an. Ist mit freiem Auge kein Unterschied zu bemerken, 
so vergleicht man die Lésungen in einem Dubosque-Kolorimeter. 

Im iibrigen folgt die Farbtiefe so streng dem Beerschen Gesetz, daB 
man noch gute Messungen selbst bei 50°, Differenz zwischen Probe und 
Standard erhalten kann. Fiir das Einstellen empfiehlt es sich jedoch, die 
beiden Lésungen méglichst anzugleichen. Die Resultate der, wie friiher 
erwahnt, angesetzten Lésungen finden sich in Tabelle J. 


Tabelle lL. 





A B Cc D 


0,6715 2.0 1,808 0,3714 
1,3450 4,0 3,992 0.3364 
2.0145 6,0 6,223 0,3163 
2 6860 8.0 8,606 0.3123 
83,3575 8,0 10,755 0,3122 


A Milligramm Nicotin, B Kubikzentimeter Standardstammldésung, 
C Kolorimeterquotient ~ B, D Milligramm Nicotin, die 1 ccm Standard- 
stammlésung entsprechen A/C). 

Wie man aus den letzten Ziffern der Kolonne E ersieht, stimmen die 
erhaltenen Daten gut iiberein (Fehler 2°;,). Ihr Mittelwert ist 0,3136 mg. 
Es entspricht daher 1ccem Standardstammlésung dieser Menge Nicotin. 
Ferner geht aus dieser Tabelle hervor, daB die Arbeitsweise sich zur Be- 
stimmung von wenigstens 2 mg Nicotin eignet. 





m 


« pcteeceempee ry pammeae 


eadatan 


—— 


“eae. tee 


se SRR 


Da asa the or Seetk 


eS 


ih 
rr 
i) 
ies 
‘5 
p 


30 R. Hofmann: 


Mikrobestimmung. 


Einstellen der Standardstammlésung fiir Mengen unter 2 mq. 


Der Unterschied zwischen beiden Bestimmungen bezieht sich aui die 
Menge der Waschfliissigkeit und des Reduktors, sowie auch auf die Apparatur. 
Da es wichtig ist, bei kleinen Mengen Nicotin eine mdéglichst intensive 
Farbung zu erzielen und groBe Mengen Wasser zur Auswaschen der Farbe 
nicht notwendig sind, leistet das MeBglas sehr gute Dienste. Man kann 
so mit 3eem Waschwasser auslangen, wenn men das Wasser tropfenweise 
zusetzt. Selbstverstandlich fiillt man in diesem Valle nicht bis zur Marke 
10 cem auf, sondern beriicksichtigt das sich fallweise ergebende Volumen. 

Gewaschen wird der Niederschlag mit 1, 0.5 und 0.2 cem Wasch- 
fliissigkeit (Nr. 2). Reduziert wird mit 1 cem Reduktor. Als MeBinstrument 
dient fiir Messungen unter 10cem Volumen das Mikrokolorimeter von 
Hellige, das sich dazu sehr gut eignet. In Tabelle II sind die Ergebnisse 
angegeben. Als Nicotinstandardlésung wurde eine Verdiinnung von |: 10) 
der oben angefiihrten Lésung verwendet. Die Standardstammlésung wurde 
aus 50 cem Reagens und 950 cem Wasser bereitet. 


Tabelle Il. 





A B ( D E F 

0,134 30 3,0 3.1 1,152 0,1170 

0.16787 4,0 3.4 2.294  0,0759 

0.20145 7,0 44 2783  0,0576 

0.26860 5,0 53 4.516 —0,0598 0.9 
0.33575 7,0 49 5.417 — 0,0620? 43 
0.40290 7,0 10,0 6840 0.0589 0.7 
0.47005 80 10,0 7.936 0.0592 +0.1 
0.58720 80 10.0 9.125 0.0589 —07 
060435 80 10,0 10,208 0.0594 -1,1 
0.67150 90 10.0 10,320 0.0593 —0,03 


A Milligramm Nicotin, B Kubikzentimeter Standardstammlosung, 
C Volumen der Probelésung, D Kubikzentimeter Standardstammldésung, die 
der Einwaage Nicotin entsprechen, E = A/D, F Prozent Differenz. 

Zu der Berechnung der Daten der Kolonne E ist folgendes zu bemerken : 
Das Volumen der Standardlésung ist immer 10 cem, das der Probelésung 
wechselnd, je nach Bedarf. Ein Umstand, dem bei der Berechnung in 
bekannter Weise Rechnung zu tragen ist. 

Aus Tabelle II ist ersichtlich, daB die Differenz eine Fehlerbreite von 
1.61°, aufweist. Ubereinstimmende Daten sind von 0,25 mg aufwarts 
zu erzielen, daher ist die Mikrobestimmung von dieser Menge aufwarts 
zu méglich. Wenn wir die Bestimmung 5. als Fehlbestimmung ausschalten. 
so ergibt sich als Mittelwert der Kolonne @ 0,0593 mg. Diese Zahl ist also 
der Faktor der untersuchten Standardstammlésung. 1cem dieser Losung 
entspricht 0,0593 mg Nicotin. Die Verdiinnung, in der das Nicotin mit dem 
oben angefiihrten Fehler bestimmt werden kann, ist | : 40000. 


Anwendung der Methode zu Tabakanalysen. 


Zur Isolierung des Nicotins von den nicht fliichtigen Alkaloiden und 
von Eiwei&. das auch mit Silicomolybdansaiure Niederschlage gibt, wurde 
die Wasserdampfdestillation verwendet. Diese Methode hat den Vorteil. 
daB sie einfach zu handhahen ist und sich fiir Serienarbeiten sehr gut eignet, 





—~ 4 «AbD 


co 


N 
KF 
Ww 
st. 
je 
f6 
M: 


ell 


ALE 
his 
Na 
un 
De 
de 
ma 
Vo 











h- 
nt 
On 
St 
10 


de 


on 
rts 
rts 
an. 
iso 
ng 
am 


nd 
de 
il. 
et, 














Kolorimetrische Bestimmung von Nicotin. 31 


wenn man nach v. Degrazia' Natriumchlorid zusetzt. Um mdéglichst rasch 
ein quantitatives Arbeiten zu erméglichen, wurde die unten beschriebene 
Apparatur verwendet, die sich bei vielen Analysen bestens bewahrt hat. 
Da die Anordnung wenig Raum beansprucht, kénnen auf einem Arbeits- 
tisch bis sechs Apparate aufgestellt werden, die leicht von einer Person iiber- 
wacht werden kénnen. Nach einer Privatmitteilung des hiesigen Tabak- 
forschungsinstitutes, wo meine Apparatur schon iiber | Jahr in Verwendung 
steht, werden mit vier Apparaten bei sechstiindiger Arbeitszeit bis 30 Destilla- 
tionen durchgefiihrt. (Personalbedarf: ein Chemiker und ein Laborant). 
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Aus der Abb. 3 ist die Anordnung der Apparatur klar ersichtlich, 
Nur die Form der Vorlage ())) bedarf einer Erklarung: Der réhrenférmige 
FuB bewirkt, da die konzentrierteste Nicotinlésung einen méglichst langen 
Weg durch die konzentrierteste Séure zuriickzulegen hat, so daB selbst bei 
starkem Sieden der Fliissigkeit sicher Verluste vermieden werden. Um 
jedoch die Lange des GefaBes tunlichst herabzusetzen, ist das Rohr kugel- 
formig erweitert, um dann in eine enge Stelle tiberzugehen, an welcher die 
Marke fiir 100 cem angebracht ist. Die zweite Erweiterung hat den Zweck. 
ein Uberspritzen des fast vollen GefaBes zu verhindern. 


Arheitsweise. 

1 bis 2 g Tabak (genau gewogen) werden in den Kolben /s eingetragen. 
Man fiigt hierauf 20 ¢ NaCl. 50cem Wasser und Ll0cem NaOH 10° ig. 
hinzu. Der Kolben A wird mit Wasser, Bimssteinstiicken und einigen Tropfen 
NaOH beschickt und erhitzt. In die Vorlage gibt man etwa 10 cem n/10 HC! 
und verbindet Dampferzeuger, Kolben und Kiihler bei offener Klemme a. 
Das Ende des Kiihlers reicht bis auf den Boden der Vorlage. Dann wird 
der Kolben B erhitzt und erst, wenn sein Inhalt zu sieden beginnt, schlieBt 
man die Klemme a, so daB der Dampf nicht durch Kondensation das 
Volumen in B vermehrt. Man destilliert fast 90 cem ab; die Fliissigkeit 


) v. Degrazia. Mitt. d. 6sterr. Tabakregie 4, 149, 1910. 
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reicht dann beinahe bis zur Marke und enthalt das gesamte Nicotin, wie 
man sich durch eine Probe mit Silicowolframsaure leicht iiberzeugen kann. 
Man 6ffnet dann die Klemme a, entfernt erst dann die Vorlage, um hierauf 
die Flamme zu entfernen. 

Wenn man so vorgeht, kann man bei einer Kinwage von | bis 2 ¢ 
selbst bei Proben mit 3°, Nicotin das Alkaloid in 100 ccm konzentrieren. 
Von dem so erhaltenen Destillat verwendet man einen aliquoten Teil zur 
kolorimetrischen Bestimmung. 


Kolorimetrische Bestimmung. 


Genau so, wie man bei der Einstellung der Standardstammlésung vor- 
gegangen ist, arbeitet man bei der kolorimetrischen Messung. Man versetzt 
einen aliquoten Teil des Destillates mit 2cem Reagens, nachdem man die 
Lésung auf 0,5°% HCl gebracht hat, la8t dann 24 Stunden stehen und 
filtriert. Dann wascht man den Niederschlag und reduziert, wie oben he- 
schrieben. Hierauf bereitet man die Standardlésung, indem man eine 
beliebige Anzahl Kubikzentimeter der Standardstammlésung reduziert 
und auf das gleiche Volumen (10 oder 25 ccm) erganzt. 

Die Berechnung erfolgt in der fiir kolorimetrische Bestimmungen 
iiblichen Weise. Es wird der Quotient der Ablesungen mit dem Faktor 
und der Anzahl Kubikzentimeter Standardstammlésung multipliziert und 
die so ermittelte Nicotinmenge avf die EKinwage bezogen. Bei der Mikro- 
bestimmung ist auBerdem noch das Volumen der Probel6sung zu_beriick- 
sichtigen. 

Kontrollanalysen. 

Es wurden einige Tabakproben destilliert und in dem Destillat parallel 
kolorimetrische und gewichtsmaéBige Bestimmungen mittels Silicowolfram- 
siure nach Bertrand und Javillier! durchgefiihrt. Diese Daten sind in den 
Tabelle TIT und IV vereinigt. 


Tabelle III. 








%/9 Nicotin Fehler 
“gravimetrisch  kolorimetrisch %g 
0,269 0,259 
0,221 0,223 + 1,0 
0,321 0,319 — 0,6 
0,307 0,305 — 0,6 
0,279 0,283 + 1,4 
Tabelle IV. 
®/9 Nicotin Fehler 
~yolumetrisch _kolorimetrisch Fy 
0,174 0,174 
0,160 0,152 + 5 
0,142 0,160 — ll 
0,201 0,210 — 45 


1 Berirand u. Javillier, Bull. soc. pharm. 16; Zeitschr. f. anal. Chem. 
328. 
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Um festzustellen, inwieweit der individuelle Beobachtungsfehler die 
Resultate beeinfluBt, unternahm Herr J. Vladescu, der Leiter der chemischen 
Abteilung des hiesigen Tabakforschungsinstituts, einige Kontrollproben. 
In Tabelle V sind die Ergebnisse verzeichnet. 


Tabelle V. 





°jo Nicotin Fehler 
 Viadescu === Hofmann 06 
0,154 0,150 + 2,6 
0,163 0,158 + 3,1 
0,213 0,208 + 2,3 
0,218 0,212 + 2.8 


Zu dieser Tabelle ist zu bemerken, daB Herr J. Viadescu mit einer 
von mir eingestellten Standardstammlésung arbeitete. Es ist anzunehmen, 
daB die fast gleiche Héhe der Plusfehler (Minusfehler kommen iiberhaupt 
nicht vor) dadurch vermieden werden kann, da®B der Analytiker sich stets 
selbst die Lésung einstellt, was ja auch gewohnlich der Fall zu sein pflegt. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine kolorimetrische Methode beschrieben, die mittels 
Ausfallen des Nicotins als Silicomolybdatkomplex und nachheriger 
Reduktion des Niederschlags gestattet, im Halbmikroverfahren bis 
2mg, im Mikroverfahren bis 0,25 mg als untere Grenze das Nicotin 
mit 2%, Fehler zu bestimmen. 

2. Es wird die Handhabung der Porzellanfilterstibchen (Makro 
und Mikro) beschrieben, sowie eine geeignete Einrichtung fiir rasche 
und verlustlose Filtration der Fliissigkeit angegeben. 

3. Die Beleganalysen erstrecken sich auf Vergleich mit gewichts- 
maBigen und maBanalytischen Methoden. Bei ersteren ist die Fehler- 
breite 2°, bei letzteren 16°. AuBerdem wurde die GréBe des indivi- 
duellen Beobachtungsfehlers durch einige Befunde aufgezeigt. 

Es ist mir eine angenehme Pflicht, Herrn Professor Dr. N. 7’. Deleanu, 


dem Leiter des Instituts, meinen Dank dafiir auszusprechen, daB er diese 
Arbeit durch sein reges Interesse und wertvolle Hinweise geférdert hat. 


Biochemische Zeitschrift Band 260. 3 
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Zur Kenntnis des Stoffwechsels der Seidenspinner. 


Il. Mitteilung?: 


Methylglyoxal als Zwischenprodukt des Kohlenhydratwechsels 
von Bombix mori L. 


Von 
A. Smolin. 


(Aus dem Laboratorium fiir organische und biologische Chemie der zweiten 
Moskauer Staatsuniversitat.) 


(Eingegangen am 3. Januar 1933.) 


Die Frage nach den Zwischenstadien des Kohlenhydratwechsels in 
den verschiedenen Geweben der Warm- und Kaltbliitler bildet seit 
Jahren den Gegenstand intensiver Forschung. Da Methylglyoxal 
ein Zwischenprodukt ist, konnte durch Isolierung der Substanz beim 
Zuckerabbau durch verschiedene Zellen des Tier- und Pflanzenreiches 
bewiesen werden”. Auf Rat von Prof. Demjanowski unternahm ich 
eine Untersuchung tiber die Bildung von Methylglyoxal im Organismus 
der Seidenraupen Bombix mori und ihrer Puppen, weil die Zwischen- 
produkte ihres Stoffwechsels bis jetzt noch nicht erforscht sind. Prof. 
Demjanowski war gleichfalls so liebenswiirdig, mir die zum Studium 
nétigen Materiale aus seiner eigenen Zucht weiBer Bagdad-Seiden- 
spinner im Frihling 1932 zur Verfiigung zu stellen. 

Zu diesen Experimenten diente die ganze Seidenraupe, mit Aus- 
nahme des Inhaltes des Verdauungskanals, welcher zuerst mitsamt 
den Gedirmen entfernt wurde. Alsdann wurden die so erhaltenen 
Gewebe mit Glas zu einer feinen Masse zerrieben, die nach Bestimmung 
ihres Gewichtes mit Natrium-Hexosediphosphat vermischt wurde; 
letzteres wurde aus Calcium-Hexosediphosphat (Candiolin) unter An- 
wendung von oxalsaurem Natrium erhalten. Das Eiwei8 wurde durch 


1 T. Mitteilung: S. Demjanowski, Galzowa u. Roshdestwenska, diese 
Zeitschr. 247, 386, 1932. 

2 Vel. die Literatur: C. Newberg u. M. Kobel, ebenda 203, 463, 1928; 
E. Sym, ebenda 238, 251, 1931. 
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20% ig. Trichloressigsiure-Lésung gefallt: zu 10 cem der zu priifenden 
Mischung wurde leem der Lésung von Trichloressigsiure gefiigt. 
Dieses Gemisch der zu prifenden Gewebe mit Hexosediphosphat wurde 
mit Hilfe einer Pufferlésung (Borat + Borsiéure, py =- 6,97) auf ein 
bestimmtes Volumen gebracht und bei 37° gehalten. 


Das Methylglyoxal wurde nach Newberg! mit Hilfe von p-Nitro- 
phenylhydrazin identifiziert, welches mit Methylglyoxal einen orange- 
roten Niederschlag des Bishydrazons (kleine Nadeln) liefert, deren F. 
bei schneller Erwarmung 282° ist. (Dinitrophenylhydrazin konnte 
nicht angewandt werden, weil es in unserem Laboratorium nicht vor- 
handen war.) 


Erste Serie der Experimente. 


1. lg Gewebe + 50cem 3,2° ig. Natrium-Hexosediphosphatlésung 
+ Puffergemisch bis zu 100 cem. 


2. lg Gewebe + 50cem 3,2°,ig. Natrium-Hexosediphosphatlésung 
+ leem Toluol + Puffergemisch bis zu 100 ccm. 


3. Kontrollexperiment: 50cem 3,2°,ig. Natrium-Hexosediphosphat- 
lésung + 50ccem Puffergemisch. 

Nach einem 48- bis 96stiindigen Aufenthalt im Thermostaten bei 
einer Temperatur von 37° wurde vom ersten und zweiten Ansatz ein ge- 
wisser Teil der Lésung abfiltriert. Zu 22cem der vom Eiweif befreiten 
Fliissigkeit wurden 10 ccm einer 2 °,,ig. Alkoholessigsiurelésung von p-Nitro- 
phenylhydrazin hinzugefiigt. In beiden Fallen erhielt man eine orange-rote 
Fallung. Nach ungefihr 10 bis 15 Minuten wurden die Gemische !/, Stunde 
im Wasserbad erwéirmt; darauf war die Farbe des Niederschlags bedeutend 
intensiver. Nachdem die Mischung einige Stunden gestanden hatte, wurde 
der Niederschlag abfiltriert, sodann zuerst mit verdiinnter Essigséure, 
darauf mit Wasser gewaschen und in einem Vakuumexsikkator getrocknet. 
Der Niederschlag war in einem Gemisch von Lauge und Alkohol léslich, 
wobei die Fliissigkeit eine blaue Farbung annahm. 

Das Gemisch des Kontrollexperiments wurde der gleichen Behandlung 
wie das der Experimente 1 und 2 unterworfen, wobei nach Zusatz von 
p-Nitrophenylhydrazin keine Fallung erfolgte. 

Beide Bodensaétze wurden vereinigt und zweimal aus Pyridin und 
Wasser kristallisiert. Der aus Wasser-Pyridin erhaltene Niederschlag 
war kristallinisch und bestand aus orange-roten Nadelchen. Die Schmelz- 
punkte bei schneller Erwérmung waren 282,5, 281 und 281,5°, wobei der 
Stoff bei ungefahr 277° eine dunklere Farbung annahm. 

Die Farbreaktion und Farbe des Niederschlags, die Form der Kristalle 
und der Schmelzpunkt weisen darauf hin, da®B das Bishydrazon des Methyl- 
glyoxals vorliegt. 

Das Resultat der ersten drei Experimente ist in der Tabelle I wieder- 
gegeben: 


1 CO. Neuberg, E. Farber, A. Levite, E. Schwenk, ehenda 83, 263, 1917. 
Q* 
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Tabelle I. 

















Menge Menge des Osazon auf Menge des 

Nr. Pa. des — die ganze Lisung in mg) Methylglyoxals in mg 
des Ex- diphosphats fea sn 
periments nach nach nach nach 

g Fg 48 Std. 96 Std. 48 Std. 96 Std. 

1 1 1,6 405 675 85 142 

2 1 1,6 360 630 77 133 

3 —_ 1,6 _ — — —_— 


? 
Beim vierten Experiment wurde ein Extrakt der Gewebe angewandt. 


4. In diesem Experiment stellte man ein Gemisch aus 1 g Gewebe 
und 20 cem Pufferlésung her, das sodann bei 37° im Thermostaten verblieb. 
Nach Verlauf von 48 Stunden filtrierte man von dieser Mischung 10 cem 
ab, fiigte 25cem einer 3,2° ig. Natrium-Hexosediphosphatlésung hinzu 
und brachte das Ganze mit Hilfe der Pufferlésung zu einem Volumen von 
50cem. Die so erhaltene Mischung wurde bei 37° aufbewahrt. Nach 
24 Stunden wurden wieder 20 ccm abfiltriert, wobei die erhaltene Mischung 
wie vorher behandelt wurde. Dem letzterhaltenen Produkte wurden 10 cem 
p-Nitrophenylhydrazin hinzugefiigt, wobei sogleich ein reichlicher orange- 
roter Niederschlag erhalten wurde, der eine vollstandige Analogie der 
friiher erhaltenen Bodensitze darstellte. 


Aus dem oben Gesagten folgt also, daB nicht nur die Gewebe 
selbst, sondern auch deren Extrakte imstande sind, Methylglyoxal aus 
Hexosediphosphat zu _ bilden. 


Zweite Serie der Experimente. 


Die vorhergehende Serie der Experimente zeigte uns die Abhangigkeit 
des zu erhaltenen Methylglyoxals von der Quantitéit des Hexosediphosphats. 

5. 12g der Gewebe + 50cem 3,2%ig. Natrium-Hexosediphosphat- 
lésung + 3cem Toluol + Puffergemisch bis zu 100 ccm. 

6. 14g Gewebe + 50cem 1,6°% ig. Natrium-Hexosediphosphatlésung 
+ 3cem Toluol + Puffergemisch bis zu 100 cem. 

7. 1,2¢ Gewebe + 50cem 0,8°% ig. Natrium-Hexosediphosphatlésung 
+ 3cem Toluol + Puffergemisch bis zu 100 ccm. 

8. Kontrollexperiment: 50cem 3,2°% ig. Natrium-Hexosediphosphat- 
lésung + 3cem Toluol + Puffergemisch bis zu 100 ccm. 

Weiterhin wurden die Gemische dieser vier Experimente ebenso wie 
in der ersten Serie behandelt. Es wurden gleichfalls Bishydrazone er- 
halten, deren Schmelzpunkt 282° war. 

Die Resultate dieser vier Experimente sind in der Tabelle I] angefiihrt. 


Tabelle ITI. 





- Menge 

Nr. nge Menge des des Osazons auf Menge 
des Ex- der Gewebe Hexosediphosphats qie ganze Lésung des Methylglyoxals 
periments 

oo g mg mg 

5 1,2 1,6 390 82,0 

6 1,4 0,8 278 58,5 

7 1,2 0,4 260 54,7 

8 — 1,6 _ — 








Zu 
be 
ha 
ka 
de 
me 
Mi 


dit 
ba 


na 


Ta 


pe 


Pr 
Ve 
du 
ko 


pe 


wu 
der 





Stoffwechsel der Seidenspinner. IT. 37 


Um die Ausbeute an Methylglyoxal zu bestimmen, war es ndétig, 
zuerst die Menge des dem Zerfall unterliegenden Hexosediphosphats zu 
bestimmen, wonach die Menge des zu erhaltenen Methylglyoxals in Ab- 
hingigkeit von der Quantitét der abgespaltenen Hexose berechnet werden 
kann. Die Menge der abgespaltenen Hexose wurde nach der Quantitat 
des freien Phosphats bestimmt; dabei wurde die Menge des letzteren gravi- 
metrisch in Form von Mg, P,O, ermittelt. Es ware falsch, von einer absoluten 
Menge der abgespaltenen Hexose im Zusammenhang mit der Menge des 
sich bildenden Phosphats zu reden; es scheint vielmehr, daB gleiche Be- 
dingungen der Experimente und gleiche Praparate von Candiolin vergleich- 
bare Resultate ergeben. 

Die Phosphate wurden in den Lésungen der Experimente 5, 6 und 7, 
nach Abscheidung des EiweiBbes, bestimmt. Die Resultate sind in der 
Tabelle U1] angefiihrt. 

Tabelle IT. 





. Menge 
Nr. Menge des Hexose- 

des Ex- der Gewebe diphosphats | Menge des P20; 

periments 


Berechnete Gefundene Menge 
des P.O; 


g g mg mg Ole 


; 530 209 39,4 
’ 265 179 67,5 
, 132 105 79,5 


Aus der Tabelle [II ersieht man im Experiment 7 eine Steigerung des 
Prozentgehaltes des P,O; im Vergleich zu Experiment 5, ungeachtet der 
Verminderung des Hexosediphosphats. Diese Steigerung la8t sich nur 
durch die verschiedenen Mengen der auf eine Einheit des Hexosediphosphats 
kommenden Phosphatase erklaren. 


Auf Grund der erhaltenen Menge freier P,O; berechneten wir die 
Menge der abgespaltenen Hexose, aus der ihrerseits in Prozenten die 
Menge des gebildeten Methylglyoxals bestimmt wurde. Es ist selbst- 
verstandlich, daB die dabei erhaltenen Mengen mit annahernder Ge- 
nauigkeit Minimalwerte darstellen, da beim Zerfall des Hexosediphos- 
phats sich teilweise auch Hexosemonophosphat bildet. Das Resultat 
dieser Berechnung ist in der Tabelle IV angefiihrt. 


Tabelle IV. 





Nr Menge Menge der Berechnete Gefundene Menge 
mee des Hexose- abgespaltenen Menge des Methylglyoxal 
bod va diphosphats Hexose Methylglyoxals ve 
I : g mg mg mg 6 


1,6 265 212 82,0 38,7 


0,8 227 181 58,5 32,3 
04 133 106 54,7 51,6 


Dritte Serie der Experimente. 
Auber den Experimenten mit den Geweben der Seidenraupen 
wurde der Einflu8 des Hexosediphosphats auf die Gewebe der Puppen 
der Seidenraupen untersucht. 
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Die Experimente mit den Puppen waren den oben beschriebenen 
vollstandig analog. Die Lésungen wurden nach je 24 Stunden behandelt : 

9. 1,1 g Gewebe + 50 ccm einer 1,6 ° ig. Lésung von Natrium-Hexose- 
diphosphat + Puffergemisch bis zu 100 ccm. 

10. l,l g Gewebe + 5Qccem einer 1,6° ig. Lésung von Natrium- 
Hexosediphosphat + 3ccem Toluol + Puffergemisch bis zu 100 ccm. 

11. 1,1 g Gewebe +- Puffergemisch bis zu 100 cem. 

12. Kontrollexperiment: 50cem einer 1,6° ig. Lésung Natrium- 
Hexosediphosphats + 50 ccm Puffergemisch. 

Nach Hinzufiigung von essigsaurem p-Nitrophenylhydrazin zu den 
Lésungen 9 und 10, die nach einem 24stiindigen Aufenthalt bei 37° be- 
handelt wurden, erhielt man sofort einen orange-roten Niederschlag, welcher 
dieselben Reaktionen ergab, wie die analogen Niederschlage in den gleichen 
Experimenten mit Seidenraupen. 

Die Schmelzpunkte der umkristallisierten Osazone waren 282 und 
282,5°. 

In den Lésungen der Experimente 11 und 12 wurde weder sofort, noch 
nach Verlauf 1 Stunde ein Niederschlag erhalten. Nach Erwaérmung auf 
dem Wasserbad erhalt man bloB eine geringfiigige Triibung. 


Die Resultate der Experimente sind in der Tabelle 5 angefiihrt. 


Tabelle V. 





Nr. 
des Ex- 
periments | 


Menge des Hexose- Toluol 


der Gewebe diphosphats des Osazons Methyiglyoxals 


| Menge Menge Menge des 
| 
| 


ecm mg mg 


‘= = ~ 308 64,8 
10 3 338 71,0 


11 — — 
12 _ _ 


Wenn wir die Menge des sich in diesen Experimenten im Laufe 
von 24 Stunden bildenden Methylglyoxals mit der im Experiment 5 
vergleichen, wo 58,5 mg in 48 Stunden erhalten wurden, so kénnen 
wir auf eine geringere Stabilitat der Ketonaldehydmutase der Puppen 
im Vergleich mit dem Enzym der Seidenraupen schlieBen. Diese 
geringere Stabilitét ruft eine verlangsamte Umwandlung des Methyl- 
glyoxals bei den Puppen in andere Produkte und somit dessen 
Anhaufung hervor. Die Frage nach dem weiteren Schicksal des 
Methylglyoxals wird den Inhalt unserer nachsten Arbeit bilden. 





Uber die Beeinflussung der Girung durch Korperfliissigkeiten'. 


Von 
L. Karezag und M. Hanak. 


(Aus der dritten medizinischen Klinik der kgl. ung. Pazmany Peter-Univer- 
sitat in Budapest.) 


(Eingegangen am 3. Januar 1933.) 


Die Wege des intravitalen Zuckerabbaues sind uns im einzelnen 
wenig bekannt. Die mikrobiologischen, muskelbiologischen sowie 
klinisch-pathologischen Wege des Zuckerabbaues geben uns nur Anhalts- 
punkte iiber die Méglichkeiten der einzelnen Phasen des intermediaren 
Zuckerabbaues. Der Abbau des Traubenzuckers durch die Hefe fiihrt 
iiber Methylglyoxal, Brenztraubensiure und Acetaldehyd als _inter- 
mediare Produkte zum Alkohol, die tierische Gewebsgarung fiihrt zu 
Milchsaéure als Endprodukt, die Wasserstoffgirung des Traubenzuckers 
durch Bacterium coli fiihrt wahrscheinlich zu Glykolsiure und Ameisen- 
siure als Zwischenprodukte. 

Es interessierte uns die Frage, ob in dem Blute des Menschen Sub- 
stanzen vorhanden sind, welche auf die verschiedenen biochemischen 
Wege des Zuckerabbaues einen EinfluB auszuiiben vermégen. Wir 
hatten uns deshalb zunachst mit dem Einflu8 der Kérpersafte auf 
folgende typische Garungsvorgange beschaftigt : 

1. Mit der Vergirung des Traubenzuckers durch die Hefe (alkoholi- 
sche Zuckerspaltung). 

2. Mit der Vergarung des Traubenzuckers durch Bacterium coli 
(Wasserstoffgarung). 

3. Mit der Vergirung der Brenztraubensaure durch Bacterium coli 
(Wasserstoffgarung). 

Versuche. 


Als Korperfliissigkeiten verwendeten wir das Citratplasma, das 
Blutserum, das Blutserumultrafiltrat, den Liquor cerebrospinalis und 


? Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Széchényi-Gesellschaft 
zur Férderung der Wissenschaften ausgefiihrt. 
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das Liquor-ultrafiltrat. Wir hatten diese Kérperflissigkeiten einerseits 
durch Hefe bzw. Bacterium coli direkt zu vergiren versucht und sie 
andererseits als Zusaitze zu de; traubenzuckerhaltigen Nahrmedien 
verwendet. Samtliche Garungsproben wurden in den Schrétterschen 
Garréhrchen bei 37°C ausgefiihrt. Es wurden mit den Kérper- 
fliissigkeiten je nachdem 4 bis 20 Proben eingestellt, um die Streuungs- 
werte festzustellen und den Mittelwert genau zu bestimmen. Wir 
verwendeten zu unseren Versuchen stets frische PreBhefe bzw. frische, 
24- bis 28stiindige Reinkulturen von Bacterium coli unter Be- 
achtung der nétigen Kautelen. Das Blut und der Liquor wurden 
steril entnommen und sowohl diese als ihre Ultrafiltrate (Thiessen scher 
Apparat) frisch verwendet. Zeitweise wurden Sterilitatsproben der 
Ultrafiltrate angestellt. Es zeigte sich in diesen Versuchen, daB die 
Ultrafiltrate, ohne sie also im Autoklaven zu_ sterilisieren, binnen 
24 bis 26 Stunden frei von Mikroorganismen sind und sich somit als 
brauchbar erwiesen. 

Bevor wir unsere Tabellen mitteilen, méchten wir iiber zwei Kontroll- 
proben berichten. In der einen priiften wir die direkte Vergirung des 
Blut- und Liquorzuckers bzw. der nativen Kérperfliissigkeiten durch 
Hefe und Bacterium coli. In der zweiten priiften wir die Beeinflussung 
der Hefe- und Coligirung des Traubenzuckers durch 2- bis 5° ige 
Natriumcitratlésung. Diese Versuche ergaben folgende Resultate: 

1. Normale Kérpersafte bzw. der Traubenzucker derselben werden 
weder durch Hefe noch durch Bacterium coli unter Gasbildung ver- 
goren bzw. veratmet. 

2. Das Natriumcitrat hemmt in geringem Mabe die Garung der 
1°, igen Traubenzuckerlésung durch Hefe und Bacterium coli. 

Wir méchten diejenigen Versuche, in denen wir den EinfluB der 
Wasserstoffionenkonzentration der Blutsera auf die Vergirung des 
Traubenzuckers in Gegenwart von Hefe und Coli studierten, da sie uns 
keine besonderen und auffallenden Resultate ergaben, in unsere Mit- 
teilung nicht aufnehmen. 

Die alkoholische Hefegdrung des Traubenzuckers zeigte vor allem, 
daB das Blutplasma trotz seines Citratgehaltes die Garung nicht be- 
einfluBt. Ebenso konnten wir bei Verwendung der Blutsera keine 
Hemmung des Géarungsvorganges in den _ Schrétterschen - Gar- 
rohrchen feststellen. In Gegenwart dieser Ko6rperfliissigkeiten sind 
die Proben vollstandig ausgegoren, und die kleinen UnregelmaBigkeiten 
in dem Ablauf der Garungsgeschwindigkeit glichen sich allmahlich aus. 

Die Wasserstoff-Coligérung des Traubenzuckers zeigte als das auf- 
fallendste Resultat, da8 das Blutserum eine betrachtliche Hemmung 
der Garung hervorzurufen vermochte. Die gebildeten Gasmengen 
waren entgegen den Kontrollproben um etwa ein Drittel verringert. 
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Tabelle I. 


5ceem 1% ige Traubenzuckerlésung + 1cem Hefeemulsion 
+ 4cem H,O0+ leem Plasma bzw. Blutserum. 





: Plasma Serum : Plasma Serum 
Fall Fall ‘ , 
Gasmenge Gasmenge Gasmenge Gasmenge 

Nr. in cem in ccm Nr. in cem in ecm 

l 45 3,4 6 3.5 3.4 

2 4,2 44 7 3.6 — 

é 4.8 3,8 5 3,7 3,6 

4 4.6 4,0 y 3,7 42 

5 3,3 3,2 Kontrolle 4,0 3.6 





Oft konnte schon durch 1 cem Serum die Garung einer 0,25° igen 
Traubenzuckerlésung vollstandig unterdriickt werden. Die Versuche 
mit Blutserumultrafiltraten zeigten uns, da die gairungshemmende 
Substanz an Eiweif gebunden ist, da der Gairungsvorgang in Gegen- 
wart der Serumultrafiltrate glatt vonstatten ging. Auch der Liquor 
cerebrospinalis vermochte dementsprechend die Vergarung des Trauben- 
zuckers durch Bacterium coli nicht zu beeinflussen. 


Tabelle I1. 





5eem 0,5°%ige Traubenzuckerlésung + 5 cem Bouillon + leem 
Koérperfliissigkeit + Coli. 
a Serum Serumultr. ss Serum Serumultr. 
Fall * - Fall > : 
Gasmenge Gasmenge Gasmenge Gasmenge 

Nr. in cem in eem Nr. in cem in ccm 

1 0,1 3,9 11 1,2 4.5 

2 1,1 4,5 12 1,0 — 

3 1,9 3.6 13 2,2 

4 1,2 5,1 14 0,2 _ 

5 0,1 4,1 15 0,6 7 

6 0,5 4,3 16 0.4 

7 1,0 3,8 17 0,6 — 

8 1,0 3,6 18 2,2 - 

9 0,6 4,0 19 4,0 4.3 
10 0,2 4,6 





Die Ursache der Garungshemmung war somit unter den Eiweib- 
substanzen bzw. unter den hochkolloidalen, nicht ultrafiltrierbaren 
Substanzen zu suchen. Die Versuche mit Citratplasma gaben uns iiber 
die Bedeutung des Fibrinogens bei diesen Vorgingen einen AufschluB. 
Die Garungsversuche, in denen wir die Coligérung des Traubenzuckers 
durch das Blutplasma zu beeinflussen versuchten, ergaben ein wechselndes 
Verhalten, in etwa der Halfte der Faille wurde die Garung nicht be- 
einfluBt, in der anderen Halfte dagegen ahnlich wie in Gegenwart von 
Blutserum gehemmt. Dieses Verhalten des Citratplasmas diirfte darauf 
hinweisen, daB das Fibrinogen keine entscheidende Rolle auf den 
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~ 


Garungsvorgang auszuiiben vermag, wovon wir uns iibrigens auch 
durch eine andere Versuchsmethodik tiberzeugen konnten. Wir hatten 
nimlich in Erganzung dieser Versuchsreihe die Garungsversuche in 
Gegenwart der einzelnen EiweiBfraktionen des Blutes vorgenommen. 
Wir hatten das Fibrinogen aus 1 ccm Blutplasma nach der Methode 
von Howe durch Kochsalz und Calciumchlorid gefallt, sodann gut 
gewaschen und in 3 ccm einer 1°,igen Natriumcarbonatlésung gelést, 
welche sodann mit der Traubenzuckerlésung gemischt einer Garung 
mit Bacterium coli unterworfen wurde. In einer zweiten Probe hatten 
wir aus 1 cem Blutplasma durch Natriumsulfat die Fibrinogen-Globulin- 
fraktion isoliert, gewaschen, in Natriumsulfat gelést, mit Trauben- 
zuckerlésung gemischt und vergoren. In einer dritten Probe hatten 
wir das Albumin, welches durch Ausfallen der Fibrinogen- und Globulin- 
fraktion erhalten wurde, in gleicher Weise wie die obigen Eiweib- 
substanzen zu den Garungsversuchen verwendet. In diesen Versuchen 
wurde das Garungsgemisch auf pu = 4 bis 5 baw. auf pu = 8 eingestellt. 
Es geniigte, diese Versuchsserie in der angegebenen Weise einzustellen, 
um zu sehen, daB die Gérungshemmung meistens in Gegenwart des 
Albumins die gr6Bte war und daB das Fibrinogen keinen entscheidenden 
EinfluB auf den Ablauf des Géarungsvorganges ausiibte. Demnach 
scheint also die Hemmungswirkung der Traubenzuckergérung durch 
Bacterium coli an die Albuminfraktion gebunden zu sein. 

Schon diese Géarungsversuche zeigten uns den grundsatzlichen 
Unterschied, den die K6rpersifte auf die verschiedenen Wege des 
Traubenzuckerabbaues auszutiben vermégen: die alkoholische Garung 
des Traubenzuckers geht glatt vonstatten, die Wasserstoffgarung 
erleidet dagegen eine erhebliche Hemmung, durch einen mit gréS8ter 
Wahrscheinlichkeit an das Albumin gebundenen Hemmungskorper. 
Die .Versuche ergaben sodann, daB die Hemmung der Coligaérung 
durch das Blutserum proportional der zugesetzten Serummenge ist 
und da8 die Konzentration des Hemmungskoérpers in den Blutsera 
eine verschiedene sein kann. 

Ein sicherer Zusammenhang zwischen Garungshemmung und 
pathologischer Veranderung des Blutserums bei Krankheiten, welche 
das Blutbild wesentlich verindern (wie z. B. Carcinom, Pneumonie, 
Polyartitis rheumatica, Enteritis acuta), lieB sich nicht mit Be- 
stimmtheit feststellen. Weitere Versuche sind im Gange. 

Die mitgeteilten Versuche zeigten uns also das Vorhandensein 
eines auf die Wasserstoffgérung elektiv wirkenden Hemmungskérpers 
im Blutserum, welcher die Intensitaét des Garungsablaufes herabsetzt 
und somit innerhalb des Organismus als ,,Gleichrichter“‘ den inter- 
mediaren Kohlenhydratstoffwechsel auf einen bestimmten Weg 
lenken diirfte, wodurch sich von den verschiedenen Abbauméglichkeiten 
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immer nur eine und dieselbe verwirklicht. Die Méglichkeit, daB der 
Hemmungskoérper in den biochemischen Abbau des Traubenzuckers 
in dieser Art eingreifen kénnte, diirfte durch folgende Versuche iiber 
die Vergirung der Brenztraubensiure durch Bacterium coli wahr- 
scheinlich gemacht werden. 

Die Wasserstoff-Coligdrung der Brenziraubensdure zeigte uns 
nimlich, daB das Blutserum keinen EinfluB auf den Garungsvorgang 
hatte, und da somit die Wasserstoffgirung dieser Substanz durch 
Bacterium coli ebenso glatt wie die alkoholische Gairung des Trauben- 
zuckers durch die Hefe vor sich ging. Diese Resultate stehen mit- 
einander in gutem Einklang, da bekanntlich die Brenztraubensiure 
das intermediare Produkt der alkoholischen Hefegirung ist. Da aber 
im Gegensatz zur Hefegirung des Traubenzuckers die Coligirung durch 
das Blutserum stark gehemmt wird, so folgt daraus, daB derHemmungs- 
kérper auch die Bildung der Brenztraubensiure verhindert und dadurch 
den Garungsvorgang in eine andere Richtung treibt und so andere 
Endprodukte als bei der Hefegirung entstehen. 


Tabelle III. 





0,2°ige Brenztraubensaurebouillon + leem Serum + Coli. 
” Fall Gasmenge Fall Gasmenge Fall Gasmenge Fall Gasmenge 
Nr. in ccm Nr. in cem Nr. in cem Nr. in cem 
i - ‘ 

1 | 22 6 3,0 11 3,0 16 22 
2 3,6 7 3,2 12 3,8 17 2,2 

3 3,2 8 2.8 13 2,9 18 2,8 
4 2.4 9 3,0 14 2,8 19 2.8 
5 3,0 10 8,2 15 2,8 20 3,2 











Zusammenfassung. 


Das Blutserum vermag die alkoholische Gérung des Trauben- 
zuckers durch Hefe und die Wasserstoffgérung der Brenztraubenséure 
durch Bacterium coli nicht zu beeinflussen, dagegen die Wasserstoff- 
girung des Traubenzuckers durch Bacterium coli betrachtlich zu 
hemmen. Ein Zusammenhang zwischen Hemmungswirkung und einer 
bestimmten Krankheit lieB sich nicht feststellen. Die Hemmungs- 
wirkung ist an das EiweiB, wahrscheinlich an die Albuminfraktion, 
gebunden. Dementsprechend tiben die Blutserumultrafiltrate und der 
Liquor cerebrospinalis auf obige Garungsvorginge keinen EinfluB aus, 


Literatur. 


C. Neuberg u. L. Karczag, diese Zeitschr. 36, 68, 1911. — L. Karczag 
u. Mitarbeiter, ebenda 1913 bis 1915. 
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Uber die oxydokatalytische Wirkung der Kérpersifte auf den 
Gewebsstoffwechsel '. 


Von 


L. Karezag. 


(Aus der dritten medizinischen Klinik der kgl. ung. Pazmany Péter-Univer- 
sitat in Budapest.) 


(Eingegangen am 3. Januar 1933.) 


Die grundlegenden Untersuchungen von Warburg uber den Gewebs- 
stoffwechsel beziehen sich auf kinstliche Nahrmedien und _ werfen 
somit kein bestimmtes Licht auf die tatsachlichen Stoffwechsel- 
geschehnisse, welche sich in vivo in Gegenwart von Gewebssaften unter 
physiologischen und _ pathologischen Verhaltnissen abspielen. Ich 
untersuchte deshalb die Gewebsatmung bzw. den Gewebsstoffwechsel 
der Meerschweinchenniere und des Gehirns der weiBen Maus in den 
Serumultrafiltraten, sowie in dem Liquor cerebrospinalis des Menschen 
und in dem Kammerwasser des Schweineauges. Die Versuche ergaben 
ganz auffallende Resultate, indem sie iibereinstimmend eine betricht- 
liche oxydokatalytische Atmungssteigerung der enteiweiBten bzw. 
fast enteiweiBten Kérperfliissigkeiten zu erkennen gaben. Die Ultra- 
filtrate wurden mit Hilfe des Thiessenschen und Becholdschen Ultra- 
filters gewonnen, sie erwiesen sich stets steril, ebenso wie der Liquor 
und die anderen K6rperfliissigkeiten, welche stets allein und ohne 
jede Zutat verwendet wurden. 

Die Tabelle I und II laBt nicht nur eine enorme, oft fast zehnfache 
Erhéhung der Atmung der Nierenrinde und des Mausegehirns erkennen, 
sondern auch das Verschwinden der aeroben und anaeroben Glykolyse 
dieser Organe, wie dies entsprechend der oxydokatalytischen Atmungs- 
steigerung zu erwarten war. 

In der Literatur finden wir iibrigens eine Angabe von Horn iiber die 
Steigerung des Sauerstoffverbrauches von Ganseerythrocyten durch die 
Zugabe von minimalen Mengen Blutserum bzw. deren Dialysat. 

Es war nach diesen Erkenntnissen naheliegend, anzunehmen, daB 
in den K6rperfliissigkeiten als Nahrmedien auch das anaerobe Mause- 
carcinomgewebe seinen Stoffwechseltypus verandert, und tatsachlich 


1 Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Széchényi Gesellschaft 
zur Férderung der Wissenschaften ausgefiihrt. 
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zeigten die Versuche, wie dies aus Tabelle III zu entnehmen ist, daB 
das Krebsgewebe, welches sich in Ringerlésung als typischer Anaerobiont 
erweist, in den Blutultrafiltraten des Menschen und in dem Humor 
aquaeus des Schweineauges als typischer Aerobiont, ohne eine aerobe 
oder anaerobe Glykolyse zu zeigen, weiterlebt. Die oxydokatalytische 
Fahigkeit der Koérperfliissigkeiten macht also die Tumorzelle in vitro 
zum Aerobier. Diese Resultate wurden durch viele andere bestitigt, 
wenn auch hier und da aerobe oder anaerobe Glykolysen zu beob- 
achten waren. 

Alle diese Versuche zeigten uns also, daB der Gewebsstoffwechsel 
in dem Innenmedium des Organismus prinzipiell anders verlauft als 
in den kiinstlichen Nahrmedien und daB somit die in den Ringer-Locke- 
Lésungen festgestellten GesetzmaBigkeiten auf den Gewebsstoffwechsel 
in vivo nicht ohne weiteres iibertragbar sind. Die Feststellung, daB 
die eiweiBfreien oder fast eiweiBfreien Kérperfliissigkeiten eine ungeahnte 
oxydokatalytische Wirkung besjtzen, zeigt uns nicht nur ihre ver- 
borgene Fahigkeit, die Atmung zu katalysieren, sondern sie laBt auch 
gewisse Folgerungen fiir diejenigen Vorgainge ziehen, welche sich in vivo 
in den Zellen und Geweben des Tierkérpers unter dem EinfluB8 der Ultra- 
filtrate der Kapillaren einstellen diirften, sowie auch die Umstimmungs- 
fahigkeit der menschlichen K6rperfliissigkeiten gegen das pathologische 
Gewebe iiberhaupt erkennen. 

Uber die oxydokatalytische Wirkung der gesunden und kranken Kérpersdfte 
auf den Gewebsstoffwechsel. 


Tabelle I. 


Meerschweinchenniere. 





Rinde Mark 
Nr. Nahrfliissigkeit N 0, 


Os No No 
| Yo, Vd, YCO. Yo, co. Wd, 








1 Normalwerte in Ringerlésung 5,8 — 5,7 5,7 - 16—33 
2  Serumultrafiltrrat. ..... 77.4 ” ” 94,6 ” “ 
3 in shoeiieeews 66,6 “ “ 69,7 ” “ 
4 i MS ont ot 47 é 17,7 94,6 28 
5 * — _ 67,2 - 7,2 
6 50,9 4” “ 17.6 “ “" 
Tabelle II. 
Mausegehirn. 

; a ad 0. No 
Nr. Nihrfliissigkeit Vo, GOO, Vcd. 

1 Normalwerte in Ringerlésung . . . . 7,08 7,39 7.37 

2 Serumultrafiltrat .. .... 2... ; 64,78 ‘ “7 


3 Liquor cerebrospinalis . nase 25,87 4 “ 





a0 


ne 


46 L. Karezag: Oxydokatalytische Wirkung der Kérpersifte. 


Tabelle III. 


Mausecarcinom. 





do N 
Nr. | Nahrfliissigkeit Qo, Od, Ob, 
1 | Normalwerte in Ringerlésung ... . 4,1 — 19,72 
2 Serumultrafiltrat. ......2.2.. 76,72 i] 6 
3 ‘ re 4 : 18,80 @ 
4 ee ee ee 12,5 6 


Zusammenfassung. 


1. Das menschliche Blutserumultrafiltrat, sowie der Liquor cere- 
brospinalis und das Humor aquaeus des Schweineauges tiben auf die 
Gewebsatmung der Meerschweinchenniere und des Mausegehirns in 
vitro eine oft betrichtliche Reizwirkung aus, falls sie allein, ohne jede 
Zutat als Nahrfliissigkeiten verwendet werden. 

2. Die oxydokatalytische Wirkung der Ko6rperfliissigkeiten kann 
auch eine Umstimmung des Gewebsstoffwechsels bewirken und dadurch 
auch den Stoffwechseltypus des Krebsgewebes aerob machen. 


Literatur. 


Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren. — Horn, diese Zeitschr. 
226, 247, 1930. 
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‘ine neue Methode zur Darstellung von Aminen aus Aminosiuren. 


Von 


Mitsunori Wada. 


(Mitgeteilt von U. Suzuki, Agrikulturchemisches Institut der Kaiserlichen 
Universitat Tokio, Komaba.) 


(Eingegangen am 12. Januar 1933.) 


Es ist bekannt daB, die Aminoséuren beim Erhitzen mit Harnstoff, 
Urethan, Kaliumcyanat oder Phenylisocyanat entweder in neutraler 
oder in alkalischer Lésung, wie Baryt, Uraminosayren (1) bilden, welche 
durch Einwirkung von verdifpnten Siuren leicht in ihre Anhydride, 
d.h. Hydantoine verwandelt werden. 

Der Verfasser hat nun beobachtet, daB diese Hydantoine durch 
Einwirkung von konzentrierten Saéuren oder Alkalien weiter zu den 
entsprechenden Aminen gespalten werden, und zwar nach folgendem 
Schema: 

R—CHN Hy, a R—CH—NH 
boon +NH,CONH, —~ COOH o> CO 


CO—NH/ 
— R—CH,—NH, + 2C0O, + NHs3. 

Nach dieser Reaktion hat der Verfasser Phenylithylamin, Tyramin, 
Methylamin, Isoamylamin, Histamin, Putrescin, Cadaverin, Indol- 
athylamin, Aminoathyldisulfid, Pyrrolidin, f-Alanin und y-Amino- 
buttersiure aus den entsprechenden Aminosauren dargestellt. In allen 
Fallen verlief die Reaktion ganz glatt, und es wurde sehr gute Ausbeute 
erzielt. So wird hier eine einfache und allgemein anwendbare Methode 
zur Darstellung der Amine dargeboten. Besonders empfehlenswert ist 
diese Methode fiir Diaminoséuren, Tryptophan, Cystin usw. 

Im folgenden werden einige Beispiele des Darstellungsverfahrens 


angegeben. 
Experimenteller Teil. 


1. Darstellung von Phenylathylamin aus Phenylalanin. 


10 g Phenylalanin und 5 g Harnstoff (mehr als 1 Mol) wurden in 150 cem 
Wasser gelést und 35 Minuten unter RiickfluBkiihlung erhitzt. Um die 
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gebildete Uraminosaure in Hydantoin zu verwandeln, wurde die Lésung 
mit HCl angeséuert, eingedampft und mit Ather extrahiert. Beim Ver- 
dampfen des Athers schied sich das Hydantoin des Phenylalanins in diinnen, 
langen Plattchen aus. 

4,9 g dieses Hydantoins wurden nun mit 70cem Wasser und 20 ccm 
konz. H,SO, 10 Stunden unter RiickfluBkiihlung erhitzt, mit Kalium- 
hydroxyd bis zur alkalischen Reaktion versetzt und mit Ather geschiittelt. 
Die atherische Lésung lieferte nach dem Verdampfen des Athers das Phenyl- 
athylamin als glanzende Tafeln. 

Ausbeute: 2,5 g = 80°, der Theorie. Schmelzpunkt 189°. 

Analyse des Phenylathylamins: 2,885 mg Substanz, 0,287 ccm N, 
(757,85 mm, 16°); N 11,71°,. Ber. fiir CsH;CH,CH,NH,: N 11,57 %. 


2. Tyramin aus T yrosin. 


10g Tyrosin und 5g Harnstoff (mehr als 1 Mol) wurden in 500 cem 
Wasser gelést und 1,5 Stunden erhitzt. Die Lésung wurde nun mit Salz- 
siure angesiuert und eingedampft. Es schied sich dabei das Hydantoin 
des Tyrosins in feinen Prismen aus. 

6,0 g des Hydantoins wurden dann mit 100 cem 2°,iger Natronlauge 
3 Stunden unter RiickfluBktihlung erhitzt (da das Tyrosinhydantoin in 
Séuren schwer léslich und sehr bestandig ist, braucht man langere Zeit, 
um es durch HCl oder H,SO, zu spalten), mit Salzséiure neutralisiert 
und eingedampft. So wurde das Hydantoin vollstandig in Tyramin ge- 
spalten, das sich in hexagonalen Kristallen ausschied. Es gab Millonsche 
Reaktion, aber keine Triketohydrindenreaktion. Es ist in Alkohol leichter 
léslich als in Wasser. Die Ausbeute an aus heiBem Wasser umkristalli- 
sierter und getrockneter Substanz betrug 3,3 g = 82°, der Theorie. 
Schmelzpunkt 161°. Aus der Mutterlauge des Tyramins erhielt man 
noch etwas Tyramin als Pikrat. Es bildet hellgelbe, kurze Prismen 
und schmilzt bei 200°. 

Analyse des Tyramins: 3,298 mg Substanz, 0,289 cem N, (757,85 mm, 
16°); N = 10,32°,. Ber. fiir C,H,,ON: N = 10,21°,. 


3. Methylamin aus Glykokoll. 


10 g Glykokoll und 15g Urethan (mehr als 1 Mol) wurden in 50 cem 
4/9n Bariumhydroxyd gelést und 2 Stunden erhitzt. Nach dem Entfernen 
des Baryts durch CO, setzte man der Lésung einige Tropfen konz. HCl zu 
und dampfte stark ein. Die Lésung wurde ohne Isolierung des dadurch 
gebildeten Hydantoins weiter mit 50 ccm konz. HCl versetzt und nach 
zehnstiindigem Erhitzen unter RiickfluBkiihlung nochmals stark ein- 
gedampft. Das Hydantoin wurde dadurch vollstandig in Methylamin 
verwandelt, so daB durch Zusatz von Alkohol kein Hydantoin mehr ab- 
geschieden und die charakteristische Reaktion (2) des Amins mit Nitro- 
prussidnatrium und Aceton erhalten wurde. Dann wurde die Lésung mit 
Tierkohle entfarbt und mit Pikrinséiure versetzt. Nach dem Eindampfen 
schied sich das Pikrat als hellgelbe Tafeln mit dem Schmelzpunkt von 215° 
aus. Ausbeute: 29g = 84°, der Theorie. 

Analyse des Methylaminpikrats: 2,256 mg Substanz, 0,422cem N, 
(757,85mm, 16°); N = 22,035. Ber. CH,NH,.C,H,(NO,),0H: 
N = 21.54%. 
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4. Isoamylamin aus Leucin. 


5g Leucin und 2,5 g Harnstoff wurden in 100 com Wasser gelést und 
2 Stunden erhitzt, vom unveranderten Leucin (0,2 g) abfiltriert, mit 2 cem 
konz. HCl angesaéuert und eingedampft. Das Leucinhydantoin schied sich 
dabei in feinen Prismen aus. 

Um das Hydantoin in Isoamylamin zu verwandeln, wurden 5g des 
letzteren mit 2g Bariumhydroxyd und 20 ccm Wasser | Stunde erhitzt. 
Nach dem Erkalten wurde der Baryt durch H,SO, ausgefallt und ab- 
filtriert. Das Filtrat gab starke violette Farbung mit Nitroprussidnatrium 
und Aceton. Das so gebildete Isoamylamin wurde als unlésliches oxalsaures 
Salz isoliert, indem man der Lésung alkoholische Oxalséurelésung zusetzte, 
bis keine Fallung mehr entstand. Das Oxalat des Isoamylamins bildet 
prismatische Kristalle, die in Sauren, Methyl- und Athylalkohol und Ather 
unléslich sind. Schmeizpunkt 169°. 

Ausbeute: 4,32 g = 76,2°, der Theorie. 

Analyse des [soamylaminoxalats: 4,663 mg Substanz, 0,308 cem N, 
(757,85 mm, 16°); N = 7,77%. Ber. f. CsHN .C,;H,O,: N = 7,90°%. 





5. Histamin aus Histidin. 


1. 0,5 g freies Histidin und 0,25 g Harnstoff wurden in 10 cem Wasser 
gelést und 3 Stunden unter RiickfluBkiihlung erhitzt, mit HCl angesauert, 
eingedampft und der Riickstand mit Ather extrahiert. Aus der atherischen 
Lésung schied sich das Hydantoin des Histidins in langen Tafeln aus. Das 
Hydantoin wurde nun mit 10 cem gesiattigtem Baryt 1 Stunde erhitzt, 
durch H,SO, vom Baryt betreit, eingedampft und mit Methylalkohol 
behandelt. Die methylalkoholische Lésung wurde dann mit Tierkohle 
entfarbt und bis zur Trockne eingedampft. Dabei schied sich das Histamin- 
chlerhydrat kristallinisch aus und wurde mit Athylalkohol gewaschen und 
getrocknet. Ausbeute an Histaminchlorhydrat 0,4 g = 67,8°, der Theorie. 

2. 10 g Histidinmonochlorhydrat, 5 g Harnstoff und 8 g Baryt wurden 
in 100cem Wasser gelést und 3 Stunden unter RiickfluBkiihlung erhitzt. 
Nach dem Erkalten wurde die Lésung mit HCl angesiéuert, eingedampft 
und wieder mit 28g Baryt und 200 ccm Wasser 3 Stunden erhitzt. Dann 
wurde der Baryt durch H,SO, entfernt und das Filtrat im Vakuum ein- 
gedampft. Das dabei ausgeschiedene Histaminchlorhydrat wurde mit Tier- 
kohle entfarbt und zweimal aus Wasser umkristallisiert. Ausbeute: 6,25 g 
= 71,1°, der Theorie. Schmelzpunkt 240°. Farblose Prismen. Es gibt 
starke Diazoreaktion aber keine Triketohydrinden- oder Biuretreaktion. 
Aus der Mutterlauge des Histamins erhielt man noch 1,4 g Histaminpikrat. 
Es bildet glinzende gelbe Tafeln und schmilzt bei 235° unter Zersetzung. 

Analyse des salzsauren Histamins: 4,326 mg Substanz, 0,841 cem N, 
(757,85 mm, 16°); N = 22,89%. Ber. f. C;HyN .2 HCl: N = 22,83°,. 


6. Putrescin aus Arginin. 


l,l g Arginincarbonat, 0,5 g Harnstoff und 20cem Wasser wurden 
2 Stunden erhitzt. Hierauf wurde mit HCl angeséuert und noch | Stunde 
erhitzt. Dann setzte man Bariumhydroxyd bis zur Sattigung zu, nach 
zweistiindigem Erhitzen wurde der Baryt durch CO, entfernt und das 
dadurch gebildete Putrescin als Pikrat isoliert. Ausbeute: 1,8g. Im 
Kapillarrohr erhitzt, zersetzt es sich bei etwa 250°. 
Analyse des Putrescinpikrats: 3,345 mg Substanz, 0,602ccm WN, 
(760,8mm, 14°); N = 21,43. Ber.f.CyHy.N2 . 2(CgH,;N,O;): N = 20.51%. 
Biochemische Zeitschrift Band 260. 4 
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7. Cadaverin aus Lysin. 


Das salzsaure Lysin, dargestellt aus 1 g Lysinpikrat, wurde in 10 ccm 
Wasser gelést, mit Ammoniak bis zur alkalischen Reaktion versetzt, und 
mit 0,2 g Harnstoff 2 Stunden erhitzt. Die Lésung wurde dann mit HCl 
angesiuert und bis zum Sirup eingedampft und wieder mit 10 ccm ge- 
sattigtem Baryt 1 Stunde erhitzt. Hierauf wurde der Baryt durch CO, 
entfernt und das gebildete Cadaverin in tiblicher Weise in das Pikrat ver- 
wandelt. Es bildet gelbe Nadeln, ist leicht léslich in Methylalkohol und 
gibt die charakteristische Reaktion mit Nitroprussidnatrium und Aceton. 
Im Kapillarrohr erhitzt, zersetzt es sich bei 221° Ausbeute: 1,18 g 

= 79°, der Theorie. 

Analyse des Cadaverinpikrats: 3,941 mg Substanz, 0,693cem N, 
(758,5 mm, 18°); N = 20,58°%,. Ber. f. Cs3HyN,.2 CgsH,(NO,),0H: 
N = 20,00°,. 


8. Indolathylamin aus Tryptophan. 


1,3 g Tryptophan, 0,5 g Harnstoff und 0,1 g Baryt wurden mit 10 cem 
Wasser 3 Stunden erhitzt; dann setzte man etwas HCl zu und dampfte 
im Vakuum ein. Der Riickstand wurde wieder mit 1,4 g Baryt und 10 cem 
Wasser 1 Stunde erhitzt. Nachdem der Baryt durch CO, beseitigt war, 
wurde das gebildete Indolathylamin in das Pikrat verwandelt. Es bildet 
dunkelrote Nadeln. Im Kapillarrohr erhitzt, zersetzt es sich bei 239 bis 
242°. Ausbeute: 1 g = 40°, der Theorie. 

Analyse des Indolathylaminpikrats: 3,668 mg Substanz, 0,430 ccm N, 
(760,8 mm, 16°); N = 17,60°,. Ber. f. CjpHy2Ne2.CgH3;N,0;: N = 17,99°%. 


9. Aminodthyldisulfid aus Cystin. 


4,6g Cystin und 1,5g Harnstoff wurden unter Zusatz von wenig 
Ammoniak in 100cem Wasser gelést und 2 Stunden unter RiickfluB- 
kiihlung gekocht. Dann wurde die Lésung mit HCl angeséuert und weiter 
2 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt, wiederum mit 30 g H,SO, versetzt 
und 8 Stunden erhitzt. Nach dem Entfernen der Schwefelséure durch 
Baryt wurde das gebildete Aminoathyldisulfid als Pikrat isoliert. Aus 
heiRem Wasser umkristallisiert, bildet es gelbe, lange Platten. Ausbeute: 
3,75 g = 83,4°% der Theorie. Schmelzpunkt 197°. Mit Bleiacetat und Alkali 
gekocht, gibt es einen schwarzen Niederschlag von Bleisulfid. 

Analyse des Aminoathyldisulfidpikrats : 2,677 mg Substanz, 0,427 ccm N, 
(757,8mm, 20°); N = 18,53%. Ber. f. S,(CH,CH,NH, . CsH3N307)o: 
N = 18,36%. 

10. Pyrrolidin aus Prolin. 


2,5g Prolinkupfer werden in wenig Wasser gelést und nach dem Be- 
seitigen des Kupfers durch H,S mit Wasser auf 50 ccm gefiillt und mit 1 g 
Harnstoff unter Zusatz von wenig Ammoniak 1 Stunde gekocht, mit HCl 
angesduert und noch 1 Stunde auf dem Wasserbad erhitzt. Die Lésung 
wurde abermals mit 5g Baryt versetzt und 1 Stunde erhitzt. Nach dem 
Entfernen des Baryts durch Schwefelséure wurde das gebildete Pyrrolidin 
in das Pikrat verwandelt. Aus heiBem Alkohol umkristallisiert, bildet es 
gelbe Prismen. Ausbeute: 3,7 g = 72°, der Theorie. Schmelzpunkt 112°. 

Analyse des Pyrrolidinpikrats: 3,706mg Substanz, 0,592ccm WN, 
(757,8mm, 17°); N = 18,73°%. Ber. f. CgHyN .C,H,;N,;0;: N = 18,67%. 
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11. f-Alanin aus Asparaginsdure. 


2,2 g Asparaginsaure, 1,5 g Harnstoff und 2,2 g Baryt wurden in 50 ccm 
Wasser gelést und 3 Stunden unter RiickfluBkiihlung gekocht, mit HC! 
angesduert und weiter 2 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Nachdem die 
Lésung nochmals mit 7g Baryt 1 Stunde gekocht war, wurde der Baryt 
durch Schwefelséiure entfernt, das Filtrat mit HCl angeséiuert und ein- 
gedampft. Es schied sich dabei das #-Alaninchlorhydrat in feinen tafel- 
formigen Kristalle aus. Ausbeute: 1,6g = 77°, der Theorie. Schmelz- 
punkt 122°. 

Analyse des $-Alaninchlorhydrats: 3,446 mg Substanz, 0,347cem N, 
(757,8 mm, 20°); N = 11,69°,. Ber. f. NH,CH,CH,COOH . HCI: 
Ty = 11,16%. 


12. y-Aminobuttersdure aus Glutaminsdure. 


10 g Glutaminsaure, 5 g Harnstoff und 10 g Baryt wurden mit 50 ccm 
Wasser 2 Stunden gekocht. Der Baryt wurde durch Schwefelsiure entfernt, 
dies Filtrat mit HCl angeséuert, eingedampft und der Riickstand wieder 
mit 80 ccm 30°,iger H,SO, 8 Stunden erhitzt. Nach dem Entfernen der 
Schwefelsiure durch Baryt wurde die gebildete y-Aminobutterséure als 
salzsaures Salz isoliert. Es bildet federartige Kristalle, lést sich leicht in 
Wasser und ist durch Phosphorwolframsaure fallbar. Ausbeute: 7,8 g 
= 82°, der Theorie. Schmelzpunkt 135°. 

Analyse des y-Aminobutterséurechlorhydrats: 3,679 mg Substanz, 
0,334ccm N, (757,8 mm, 20°); N = 10,54°,. Ber. f. NH,CH,CH,CH,COOH 
-HCl: N = 10,04°5. 

Literatur. 
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Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 2953, 2974, 1906; Zeitschr. f. physiol. Chem. 
90, 124, 145, 1914; diese Zeitschr. 1, 380, 1906; Zeitschr. f. anal. Chem. 47, 
204, 1908-—- 2) Rimini, ebenda 41, 438, 1902. 
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Die mitogenetische Spektralanalyse der Blutstrahlung 
am lebenden Tier. 


Von 
K. P. Golischewa. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Biologie des Instituts fiir experimentelle 
Medizin, Leningrad.) 


(Eingegangen am 22, Januar 1933.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Die mannigfachen Probleme, die sich in der neueren Zeit an die 
mitogenetische Blutstrahlung ankniipfen, lassen es immer dringender 
erscheinen, dem Chemismus derselben auch am lebenden Tiere naher 
zu treten, da es ja selbstverstandlich ist, daB die Verhaltnisse am extra- 
vasierten Blute sich nur mit Vorbehalt fiir die Beurteilung der Vorginge 
im strémenden Blute verwerten lassen. Es erschien auch gleichzeitig 
besonders verlockend, die Brauchbarkeit des neuen Prinzips auf einem 
Gebiete zu erproben, welches der biochemischen Analyse so grobe 
Schwierigkeiten bereitet. 

‘ Als Vorarbeit lagen bereits die allerersten Untersuchungen tiber 
Blutstrahlung von A. und L. Gurwitsch und von Sorin vor, die sich 
auf die Bauchvene des Frosches bezogen. Die Venenwand zeigt sich 
fiir mitogenetische Strahlung geniigend durchsichtig. 

Fiir unsere speziellen Interessen — die Pathologie der Stoffumsatze 
im Blute — kamen nur Sauger in Betracht; wir haben uns daher dem 
Kaninchen zugewandt. Die Vena saphena, die sich leicht am lebenden 
Tier praparieren laBt, erwies sich fiir unsere Zwecke vollstandig geeignet. 


Methodik. 


Die Freilegung der V. saphena wird ohne Narkose an dem in schonender 
Weise am Operationstisch angeschnallten Tiere vorgenommen. Auf ruhige 
Haltung des Tieres muB besonderes Gewicht gelegt werden, da zahlreiche 
Beobachtungen aus unserem Laboratorium (Dr. Brainess) vorliegen, die 
den Schwund der Blutstrahlung bei sehr erregten, sich lebhaft wehrenden 
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und schreienden Tieren zu erweisen scheinen!. Durch vorsichtiges Arbeiten, 
Streicheln des Tieres usw., laBt sich meist der gewiinschte Zustand er- 
reichen. Die Vene wird auf etwa 1 bis 1'/,cm freigelegt und sorgfaltig in 
schonender Weise aus dem Bindegewebe herausprapariert. Bei richtiger 
Freilegung der Vene schwillt sie sofort an, ihre Oberflache wird glanzend 
und sieht gewissermaBen gefirniBt aus. Jede Verletzung der Seiteniste. 
bzw. jede Blutung ist sorgfaltig zu vermeiden. Nach vollstindiger Frei- 
legung wird der Vene ein diinnes Celluloidplattchen (etwa 2 cm Breite und 
etwa 0,5 bis lem Hé6éhe) untergeschoben und dadurch eine geniigende 
Isolation von anliegenden Geweben und eine Fernhaltung einer eventuellen 
Strahlung derselben erreicht. 

Eine dermaBen praparierte Vene kann unter Benetzung mit physio- 
logischer Lésung laingere Zeit fiir Induktionszwecke benutzt werden. 
Handelt es sich um Spektralversuche, so wird das Bein des auf dem 
Riicken liegenden Tieres vertikal gehoben, und der freigelegte Venen- 
bezirk méglichst dicht an den Kollimatorspalt herangebracht. Die fiir 
die Spektralaufnahme mit biologischen Quellen meist unentbehrliche 
Fraktionierung mittels Drehscheibe mu8B in unserem Fall auf die Aus- 
trittséffnung des Spektrographen verlegt werden. Die Drehscheibe 
wird dicht vor dem Monochromatorspalt aufgestellt. 

Die rein mitogenetische Methodik unserer Versuche bietet keine 
Besonderheiten. Es wurden als Detektor ausschlieBlich fliissige Hefe- 
kulturen benutzt. Der Induktionseffekt wird nach der Mycetokrit- 
methode von Brainess bestimmt. Wir verfiigen iiber eine Statistik 
von 373 Versuchen, von denen 15 als miBlungen anzusehen sind, d. h. aus 
unerklarten Griinden keine Induktionseffekte ergaben. 

In weiteren 54 Fallen war der MiBerfolg mit Sicherheit auf die mangel- 
hafte Beschaffenheit (schlechte Garung der Hefekulturen) zuriickzufiihren 2. 

Die erste Versuchsserie aus 15 Einzelversuchen (von sechs Kaninchen) 
diente zur allgemeinen Orientierung und Feststellung der nétigen Exposi- 
tionszeit. Es zeigte sich, daB man am zweckmaBigsten etwa 1 Minute 
unter Benutzung der Drehscheibe, oder 2 Minuten ohne dieselbe wahlt. 
Bei langerer Exposition kommt man bereits zur mitogenetischen Depression 
(Defizite an der induzierten Kultur). Nach diesen positiven Ergebnissen 
muBte des weiteren festgestellt werden, daB die Strahlung nicht von der 
Venenwand selbst herriihrt. Es wurde zu diesem Zwecke der sorgfiltig 
herauspraparierte Venenbezirk durch die untergeschobene Celluloidlamelle 
gespannt und dadurch entblutet.  Jeder Induktionseffekt blieb unter 
diesen Umstiénden aus. Es kann daher mit Sicherheit gefolgert werden, 
daB der positive Induktionseffekt tatsaéchlich aus dem strémenden Blute 
stammt. : 


1 Es scheint, daB dabei die Anreicherung des Blutes mit Milchsaure 
maBgebend ist. 

2 Diese MiBerfolge traten namlich stets gleichzeitig bei allen Mit- 
arbeitern unseres Laboratoriums auf, die am betreffenden Tage die gleichen 


Kulturen benutzten. 
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Tabelle I. 


Induktionseffekt der entbluteten Venenwand. 





Kontrolle | —_Induktion — Expositionszeit 
0 


24,5 24,0 0 4’ | ohne Dreh- 
22,0 20,5 —6 4’ scheibe 
24,0 25,0 4 2’\ mit Dreh- 
18,0 19,5 3 2'| = scheibe 
23,0 22,5 2 2’ 

18.0 18.8 0 1’ 

17,0 17,5 0 1 

15,5 15,2 0 1 


Es konnte nun die Spektralanalyse der Blutstrahlung in Angriff 
genommen werden. Abgesehen von einer kleinen Orientierungsserie, 
die wir hier nicht zu beriicksichtigen brauchen, besteht unsere Haupt- 
serie, bei der es sich um systematische Durchpriifung des ganzen mito- 


Tabelle II. 


Auszug aus den Protokollen zum detaillierten Spektrum 
(Bereiche je 10 A). (Vgl. Abbildung.) 











| Hohen our Zellen- Hohen der Zellen- 
Wellenlangen || stulen in mm | a7 Wellenlangen siulen in mm Rekt 
H} a In %/¢ 
‘Kontrolle Induktion | . ____| Kontrolle_Induktion - 
1900-1910 11,0 17,0 | 54,5 | 1920—-1930/ 245 25,0 0 
1900—1910 || 12,0 | 15,5 29,0 | 1920—1930 31,5 31 | 0 
1900—1910 13,0 | 18,5 42,0 | 1920—-1930 39,5 40,5 I 0 
1900—1910 | 28,0 | 88,0 35,0 - 
| ; , 1930—1940 33,5 34,5 3 
19101920, 11,0 | 17,0 54,5 | 1930-1940 195 205 | 4 
1910—1920 | 12,0 | 15,5 29,0 | 1930—1940 26,0 27,0 | 4 
1910—1920 | 36,0 | 43,0 17,0 = 
19101920 | 390 | 5070 | 280 | 1940-1950 30.0 42,0 | 40 
gee, ’ ’ 1940—1950 45,0 65,0 | 80 
1920—1930 40,0 | 43,0 7,5 | 1940-1950 21.0 37.0 | 80 
1920—1930 | 38,0 | 35,0 —8 | 1940-1950 25,0 36,0 | 29 
1900 1940 2000 210 2200 2300 2400 2500 
6G 626 N KK NKK@ ae KP G2 P00 ; N NP NN N 
Abb. 1. 


Graphische Darstellung des Spektrums ohne Beriicksichtigung der relativen Intensitit 
der einzelnen Streifen. 


G = Glykolytisches Spektrum. P = Phosphatasespektrum. 
N = Spektrum der Peptidspaltung (s. g. N H3- O = Oxydationsspektrum. 
Spektrum). ? = Streifen unbekannter Herkunft. 


K = Spektrum der Spaltung des Kreatinphosphats. 
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genetischen Gebiets (1900 bis 2500 A) mit dem Monochromatorspalt 
je 10 A handelt, aus 229 Einzelversuchen. Jeder Einzelstreifen 
von 10A wurde mit anderen Worten mehrmals gepriift. Einige Beispiele 
der Ergebnisse werden in Tabelle II angefihrt. 

Die Expositionszeit betrug in den meisten Fallen 2 Minuten, in einigen 
Fallen kamen wir allerdings schon bei 45 Sekunden zu positiven Resultaten. 

Jeder Streifen wurde drei- bis viermal gepriift, wobei die Ergebnisse 
fast ausnahmslos eindeutig blieben. Die ,,leeren‘* Bezirke des Spektrums 
wurden in 89 Einzelversuchen festgestellt, von denen nur in neun Fallen 
die Differenzen zwischen Induktion und Kontrolle + 10 bis + 20° be- 
trugen, in den iibrigen innerhalb 0 bis = 10°, blieben. 

Von den Versuchsserien mit positiven Induktionseffekten (140 Einzel- 
versuche) waren sechs miBgliickte Versuche (0 bis — 13°.) zu ver- 
zeichnen. Die Identifizierung der einzelnen Spektralstreifen wurde im 
AnschluB an die Modellspektren, die im Laboratorium von Prof. Gur- 
witsch und von A. Braunstein und Sewerin (Moskau) gewonnen wurden, 
durchgefiihrt. Es kénnen folgende Reaktionen spektral festgestellt 
werden: 

1. Glykolyse (nach Ponomarewa)!. 

2. Spaltung des Kreatinphosphats (nach Braunstein und Sewerin)?. 

3. Phosphatasespektrum (nach A. und L. Gurwitsch)’. 

4. Oxydationsspektrum (nach Kannegiesser, Braunstein und Po- 


tozky) 4. 
5. Sprengung der Peptidbindung (kurz ,,N H,-Spektrum* genannt) 
(nach Billig, Kannegiesser und Solowjew)®. 


Zu den einzelnen Spektren mége folgendes bemerkt werden: 


Das NH,-Spektrum wurde von den genannten Autoren auf Grund 
der Ubereinstimmung der spektralen Zusammensetzung der Strahlung 
bei Pepsinverdauung des nativen EiweiBes einerseits und der Peptid- 
spaltung durch Erepsin andererseits festgestellt. Wir sind gegenwartig 
nicht imstande, etwas spezielles tiber die im Blute dem gleichen Spektrum 
zugrundeliegende Reaktion auszusagen®. Beziiglich des Oxydations- 
spektrums kann die Identifizierung nur mit einem gewissen Vorbehalt 


1 Diese Zeitschr. 239, 1931. 

2 Ebenda 255, 1931. 

3 Ebenda 246, 1931. 

* Ebenda 236, 1931; 251, 1932. 

5 Hoppe-Seylers Zeitschr. 210. 

® Zu bemerken ist auch, daB von den neun Streifen des NH,-Spektrums 
in unseren Befunden der Streifen 2030 bis 2040 fehlt. Auch in einigen 
Spektren der Nervenstrahlung (z. B. Kalendaroff, Pfliigers Arch. 231, H. 2) 
fehlen ein Paar Streifen dieser Spektren. 
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erfolgen, da, wie Potozky in einer sehr umfangreichen Versuchsserie 
zeigte, die Spektren verschiedener Oxydationsmodelle nur im all- 
gemeinen (Spektralbezirk 2100 bis 2400), nicht aber im speziellen 
tibereinstimmen und innerhalb dieses ,,Oxydationsgebietes’’ Streifen 
auch anderer Provenienz fallen. Das Phosphatasespektrum wurde bei 
fermentativer Spaltung von Thymonucleinsiure und von Lecithin 
festgestellt. Es diirfte sich also wohl um Spaltung eines Orthophosphor- 
siureesters handeln. 

Uber die Deutung dieser Komponente im Blutspektrum geben 
uns die noch nicht ver6ffentlichten Untersuchungen von Anna Gurwitsch 
einigen Aufschlu8. Wird zum hamolysierten Blute, welches nach etwa 
30 Minuten sein Strahlungsvermégen vollstindig einbiiBte, etwa 0,5°, 
Glykose zugesetzt, so treten gleichzeitig die glykolytische, die Oxy- 
dations- und die Phosphatasekomponente der Blutstrahlung auf, was 
natiirlich nur so gedeutet werden kann, daB an der sofort einsetzenden 
Glykosespaltung Oxydations- und Phosphorbindungs- und Abspaltungs- 
prozesse beteiligt sind. A. Gurwitsch versuchte diese Verhiltnisse 
im AnschluB an das von Jost gegebene Schema! zu deuten: 


Die glykolytische Komponente des Spektrums verdankt ihre Entstehung 
offenbar der Spaltung der Hexose in zwei Triosen. 

Die ,,Phosphatase“‘-Komponente stammt offenbar aus der Phosphor- 
sdureesterspaltung. 

Die oxydative Komponente kénnte schlieBlich bei der Oxydoreduktion 
des Glycerinaldehyds entstehen. Was die Kreatinphosphatkomponente 
des Blutspektrums betrifft, so steht sie in Ubereinstimmung mit einigen 
Angaben aus der neueren Literatur. Neben den zahlreichen Streifen des 
Spektrums, die eine plausible Deutung erhalten, miissen noch zwei Streifen 
(2060 bis 2070) erwaihnt werden, deren Herkunft zurzeit noch véollig 


dunkel ist. 
Zur Bewertung unserer Befunde ist die Beriicksichtigung des 
gegenwartigen Standes unserer spektralen Methodik unerlaBlich. 


Unsere Spektren geben stets gewissermaBen nur das Minimum 
an, da die leerbleibenden Bezirke bei anderen (langeren) Expositions- 
zeiten sehr wohl noch weitere Streifen ergeben kénnten. Die positiven 
Befunde sind aber andererseits nicht in allen Stiicken eindeutiger Art: 
Bei dem sehr beschrinkten Grade der Monochromasie (die hauptsachlich 
durch den relativ weiten Kollimatorspalt bedingt wird) ist eine Uber- 
lagerung benachbarter Streifen verschiedener Herkunft nicht zu um- 
gehen. 

Diesem Umstand sind wohl manche Befunde zu verdanken, die 
sicherlich einer Korrektur bediirfen, die aber nur bei verfeinerter Me- 


1 Hoppe-Seylers Zeitschr. 165. 
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thodik gelingen diirfte. So tritt z. B. der Streifen 2120 bis 2130 A sowohl 
im NH,-Spektrum als im Kreatinphosphatspektrum auf, was mit groBer 
Wahrscheinlichkeit auf eine Uberlagerung zuriickgefiihrt werden muB. 
Am meisten Schwierigkeit bereitet aber der in unserem Spektrum aller- 
dings nur einmal auftretende Ausfall eines Streifens, der im elementaren 
Spektrum stets vertreten ist (2030 bis 2040, Bestandteil des NH,- 
Spektrums). Er ist wohl ebenfalls auf bisher noch ungeklarte technische 
Mangel unserer Methodik zuriickzufiihren. 


Zusammenfassung. 


Es wird ein detailliertes Spektrum der mitogenetischen Strahlung 
des strémenden Blutes des Kaninchens (aus der V. saphena) gegeben. 
Die der Strahlung zugrundeliegenden chemischen Umsitze sowie die 
Fehlerquellen werden diskutiert. 
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Uber den Nachweis von komplexgebundenem 
CO, (Carbhimoglobin) im Blut. 


Von 
0. M. Henriques. 
(Aus dem Finsenlaboratorium, Kopenhagen. ) 


(Eingegangen am 27. Januar 1933.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


1. In den Jahren 1928/29 veréffentlichte O. M. Henriques eine 
Reihe von Versuchen, vermittelst deren es gelungen war, nachzuweisen, 
daB eine gewisse Menge CO, in Lésungen von Hamoglobin und CO, 
an das Haimoglobin komplex gebunden ist. Dieses Ergebnis stimmte 
mit Gleichgewichtsversuchen, welche von van Slyke, Murray, Hastings 
und Sendroy (1925) und spater von Stadie und Hawes (1928) angestellt 
worden sind, iiberein. Henriques’ Versuche waren wie Donnan-Messungen 
mit Kollodiummembranen vorgenommen; die amerikanischen Versuche 
hingegen wurden als Gleichgewichtsmessungen zwischen freiem C Og, 
gebundenem CO, und [H’] gemacht. Beide Arten Versuche ergaben 
mehr gebundenes CO, in Hamoglobinlésungen als in wasserigen Lésungen 
derselben Ionenstirke. Henriques legte das Phinomen als eine Komplex- 
bindung aus, wahrend die ainerikanischen Forscher zu der Annahme 
gelangten, daB Hamoglobin — ungleich anderen untersuchten Protein- 
stoffen — die Aktivitat von Bicarbonationen auf ganz besondere Weise 
hemme. 


Der von Henriques vertretene Standpunkt wird nun durch eine Serie 
Untersuchungen Margarias (1931) in entscheidendem Mabe gestiitzt. 
Margaria hat vermittelst A.V. Hills thermoelektrischer Methode den 
osmotischen Druck schwach alkalischer Lésungen von NaCl und NaH CO, 
mit Hamoglobin gemessen und gefunden, daB die Aktivitat dieser Salze 
nur in unwesentlichem Grade durch Haémoglobin gehemmt wird; in etwas 
saureren Lésungen von CO, + Hamoglobin + NaHCO, wurde dagegen 
ein scheinbares Verschwinden der Bicarbonataktivitéten konstatiert, 
was nur als eine Komplexbindung von CO, mit Hamoglobin gedeutet werden 
kann. Margarias Untersuchungen sind somit eine Bestatigung und gleich- 
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zeitig eine wichtige Erginzung der Henriquesschen Auswertungen, da sie 
dartun, daB kein komplexgebundenes CO, oder Chlor in etwas starker 
alkalischen Hamoglobinlésungen zu finden ist; es wurde dies von Henriques 
(1929) vorausgesagt, ohne daB es ihm jedoch gelang, hinlainglich genaue 
Auswertungen mittels des Donnan-Verfahrens bei so niedrigem (O,- Druck 
vorzunehmen. Es gliickte Margaria auBerdem, mit Hilfe der gleichen 
Methode die Komplexbindung von CO, im Blute nachzuweisen. 


Die Vermutung liegt also nahe, daB man auch durch einfache 
chemische Analyse der Blutbestandteile das Carbhimoglobin sollte 
nachweisen kénnen. Zu diesem Zwecke ist Versuchsmaterial von 1929 
zur Neuberechnung herangezogen worden; die Resultate dieses Versuchs 
sollen hier besprochen werden. 


2. Schon v. Limbeck (1894) wies nach, da das Erythrocytenvolumen 
mit steigendem CO,-Druck ansteigt, und Hamburger baute auf dieser 
Beobachtung weiter, indem er den Nachweis erbrachte, daB das Erythro- 
cytenvolumen bei einem Zusatz von Saéuren 
zu Blut ansteigt und beim Zusatz von Basen 
sich verringert. Ege (1922) untersuchte die 
Beziehung dieser  Erythrocytenvolumen- 
anderungen zum pdq der AuSenfliissigkeit 
und fand zwei Wendepunkte der Erythro- 
cytenvolumen-pdy,-Kurve : den einen bei 
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pay 4,7 und den anderen in der Nahe von 
pay 10 (Abb. 1). 

Einer dieser Wendepunkte muBte dem 
isoelektrischen Punkt fiir das System Ery- Ov; 


8 











5 7 
throcyten—Serum entsprechen, der andere Paliguben 


Abb. 1. 
Abhiingigkeit des Erythro- 
cytenvolumens von pay 

auBen. (Nach Ege, 1922.) 


muBte ein Gleichgewichtspunkt sein, wo die 
Anderungen des Verhaltnisses zwischen posi- 
tiven und negativen Ladungen in Innen- und 
AuBenfliissigkeit bei Verinderung von pay, 
nur geringfiigig waren. Kataphoreseversuche mit Erythrocyten haben ge- 
zeigt, daB der isoelektrische Punkt bei pay 4,7 liegt (Coulter 1921 und 
Eggerth 1925). 

3. Gleichzeitig mit der Wasserverschiebung findet eine Verschiebung 
von diffusionsfahigen Anionen statt. Das Phainomen ist von Zuntz (1867), 
Nasse (1874), Hamburger und vielen anderen nachgewiesen worden. F'ridericia 
(1920) bestimmte als erster Cl und gebundenes CO, in Erythrocyten und 
Serum bei verschiedenem CO,-Druck unter Beriicksichtigung der gleich- 
zeitigen Wasserverschiebung. Erst EZ. Warburg (1922) versuchte, durch 
Anwendung von Sjerrums Aktivitétsanschauungen, Donnans Gleich- 
gewichtsgesetz und Sérensens Erfahrungen auf dem Gebiete der allgemeinen 
EiweiBchemie in diese Probleme weiter einzudringen. Aus der Verteilung 
von Cl zwischen Erythrocyten und Serum glaubte Warburg den isoelektri- 
schen Punkt des Systems Erythrocyten—Serum bei pag 6,5 bestimmen 
zu kénnen. Spater ist die Frage einer weiteren experimentellen Behandlung 
durch van Slyke und Mitarbeiter sowie L.J. Henderson und Mitarbeiter 
unterzogen worden. An dieser Stelle soll nur eine wichtige Arbeit von 
van Slyke, Murray, Hastings und Sendroy (1925) besprochen werden; es 
gelang diesen Forschern nachzuweisen, da Hamoglobin in konzentrierten 
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Lésungen eine besondere Wirkung auf CO, ausiibt, da die Dissoziations- 
konstante des Kohlendioxyds in Hamoglobinlésungen weit gréBer zu sein 
scheint als in anderen Lésungen derselben Ionenstéirke. Sie maBen [H’], 
Cl und gebundenes CO, in Erythrocyten und Serum von Blut, bei ver- 
schiedenem C O,-Druck gesattigt, und fanden eine Verteilung, wie in Abb. 2 
veranschaulicht. 





v Abb. 2. 
Abhingigkeit von 


et 

i, “CDj\ . 

LA ¥ asd a[H'}, a[A'|p 

\\\ a(H’)p und = [Als 
* von pay. (nach van 
| LV : 








Slyke, Hastings, Murray 
\ und W. Sendroy, 1925). 
& 7 g 

nals 














Vom Standpunkt unserer allgemeinen Anschauungen iiber Donnans 
Verteilungsgesetz aus lassen sich diese Ergebnisse nicht ohne Hilfshypothesen 
iiber eine spezifische Wirkung des Erythrocyteninhaltes auf CO, und Chlor- 
ionen erklaren. 

4. 1931 hat EZ. Schiddt die Frage der Anwendung der Donnan-Gesetze 
auf Blut einer eingehenden theoretischen Betrachtung unterzogen. Schiédt 
hob namentlich folgendes hervor: 

a) Das Blut unterscheidet sich von den bekannten, experimentell 
zuganglichen, ,,starren‘* Donnan-Systemen (Kollodiummembranen u. ,). 
fiir welche die einfache Theorie aufgestellt ist, dadurch, daB die Erythro- 
eytenmembran vollstandig elastisch zu sein scheint. Dieses hat zur Folge, 
daB — solange die Membran unbeschadigt ist — bei jeder Salz- und Wasser- 
stoffionenaktivitat osmotisches Gleichgewicht. zwischen Erythrocyten und 
Serum besteht, indem die Erythrocyten — unter Volumenanderung — bei 
Verinderungen von pay oder der Salzkonzentration Wasser aufnehmen 
oder abgeben. 

b) Schiédt nahm an, daB .,die disperse Phase“ in den Erythrocyten 
etwa 50% vom Volumen derseiben ausmacht, und nur unter dieser Voraus- 
setzung gelang es ihm, seine Gleichgewichtsgleichungen dem System an- 
zupassen. Die einfachste Weise, die Richtigkeit dieser Hypothese zu er- 
klaren, ist die Annahme, daB das Hamoglobin 20 bis 30 Gewichtsprozent 
Wasser als Konstitutionswasser bindet, wodurch dasselbe der ohnehin 
spérlichen Menge Lésungswasser der Erythrocyten entzogen wird. Diese 
Erklarung stimmt mit den von S. P. L. Sérensen (1917 und 1922) bei 
Albumin gemachten Erfahrungen genau iiberein. Ege (1920) nahm an, dab 
das Hamoglobin 10 Gewichtsprozente binde, doch lassen Schiédts (und 
unsere nachstehend mitgeteilten) Erfahrungen auf eine gréBere Wasser- 
bindung schlieBen. 


Versuche. 


5. Die Versuchsreihe, welche hier besprochen werden soll, hatte 
zum Zweck, die Verteilung von Wasser und festen Stoffen zwischen 
Erythrocyten und Serum in Proben desselben defibrinierten, reduzierten, 
bei verschiedenem CO,-H,-Druck bei 37°C gesattigten Pferdeblutes 
zu untersuchen; die Sattigung wurde an 40 ccm-Proben in 6 Liter- 





. 
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Saturatoren vorgenommen, deren Gasmischung nach dem Versuch in 
der Gasbiirette auf CO, mit NaOH und in der Explosionsbiirette auf 
H, analysiert wurde. An den Proben wurden folgende Messungen vor- 
genommen: 

a) Bestimmung des Erythrocytenvolumens bei Zentrifugierung in der 
thermoregulierten Zentrifuge bei 37° C; die Temperatur 37° C ist als Versuchs- 
temperatur gewahlt worden, weil es schwer halt, die Temperatur in einer 
Zentrifuge bei langerer Zentrifugierung wesentlich unter 30°zu halten; 
die Regulierung bei 37°C bot dagegen keine Schwierigkeiten. 

b) Titration von Cl in Erythrocytenbrei und Serum nach van Slykes 
Salpeterséiuremethode. 

c) Bestimmung des Total-CO, in Erythrocytenbrei und Serum in 
van Slykes Konstantdruckapparat ; hieraus wurde die Menge des gebundenen 
CO, nach der Gleichung 

gebundenes CO, = Total-C O, — 0,032 . pco,, 
wo p = Druck in mm Hg, berechnet. 

d) Elektrometrische pay-Bestimmung in Serum mit entsprechender 
CO,-H,-Mischung unter Beriicksichtigung des reduzierten H,-Druckes. 

Ferner wurden an der Probe mit pay, = 7,30 folgende Messungen 


ausgefiihrt : 

a) Bestimmung des Wassergehaltes von Erythrocytenbrei und Serum 
durch Trocknen bei 105°; 

b) Bestimmung von K im Erythrocytenbrei nach der Cobaltnitrit- 


methode; 

c) ferner wurde im Serum 1. Na als Pyroantimonat, 2. K als Kalium- 
Cobaltinitrit, 3. Ca als Oxalat und 4. Mg nephelometrisch als Mg-N H,- 
Phosphat bestimmt. 

Alle diese Proben wurden an 30 ccm Blut vorgenommen, welche zu 
gleicher Zeit zentrifugiert wurden. 

In Tabelle I sind die experimentellen Ergebnisse angegeben. Das 
Blut ist bei fiinf verschiedenen CO,-Drucken, die in Kolonne | auf- 
gefiihrt sind, gesattigt. In Kolonnen 2 und 3 sind die zusammen- 
gehérenden Analysenwerte fiir pau, und Vol.-°,, Erythrocyten an- 
gefiihrt. Die Kolonnen 4 und 5 geben den in Versuch 3 ermittelten 


Tabelle I. 





ecm/Liter mMol Liter Lisungswasser mMol Liter Lisungswasser 
Blut in Erythrocyten im Serum 





1 
CO, 
mm Hg 


Wasser in 
_ Wasser 
im Serum 
CO, 
Protein 
gesamte 
Metallbase 
gebundenes 
COs, 
Protein 


Vol.-°'9 Erythro- 
cyten 
Erythrocyten 


gebundenes 


LO hO bo 
Ets 














SROs 


ti ds ioe Im: me 


2 a7 hae th ineaahts 


ray 


62 O. M. Henriques: 


Wassergehalt wieder, korrigiert fiir Proteinhydratwasser (20 Gewichts- 
prozent); die iibrigen Werte in diesen Kolonnen sind aus den Werten 
von Versuch 3 und den Erythrocytenvolumenwerten berechnet. In 
den Kolonnen 6, 9, 11 und 14 befinden sich die Analysenwerte aus 
Versuch 3, und zwar fiir Kalium und Protein in Erythrocytenlésungs- 
wasser sowie Metallbase und Protein in Serumlésungswasser, simtlich 
fiir Proteinhydratwasser korrigiert; die tibrigen Werte sind aus diesen 
Analysenwerten berechnet, und ihre Wasserverschiebung ist nach 
Kolonnen 4 und 5 korrigiert. Die Metallbasenionenkonzentration im 
Serum ist als Na + K + Ca + Mg berechnet. Hierdurch begeht man 
einen Fehler, weil Ca und Mg zweiwertig sind; da von Ca nur | bis 
2 mMol/Liter! und von Mg nur eine Spur vorhanden ist, ist jedoch der 
Fehler geringfiigig. In den Kolonnen 7, 8, 12 und 13 sind Analysenwerte 
von Cl und gebundenem CQ, in Erythrocyten und Serum, deren Wasser- 
verschiebung nach Kolonnen 4 und 5 korrigiert ist, zu finden. SchlieB- 
lich haben wir in Kolonnen 10 und 15 die gesamte osmotische Konzen- 
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Abb. 3. Abb. 4. 
Abhingigkeit von CO, durch Erythrocyten- Abhingigkeit von Metallbase, Cl und ge- 
volumen und Wassergehalt in Erythrocyten bundenem CQO, in Serum und Erythrocyten 
und Serum von pay... von pay: 


1 Die Ca-Bestimmungen umfassen Total-Ca und nicht nur ionogenes Ca. 
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tration in Erythrocyten und Serum als Summe der Werte von Kolonnen 
6, 7, 8, 9 bzw. 11, 12, 13, 14. Da angenommen werden muB8, daB sich 
die Nichtelektrolyte gleichmaBig zwischen Erythrocyten und Serum 
verteilen, sind dieselben beim Summieren nicht beriicksichtigt worden. 

In Abb. 3 ist die Abhangigkeit des CO,-Druckes, des Erythrocyten 
volumens und des Wassergehaltes in den Erythrocyten und dem Serum 
von pauy wiedergegeben. 

In Abb. 4 findet man die Abhangigkeit der Metallbasenkonzentra- 
tion in Erythrocyten und Serum, der Cl-Konzentration in Erythrocyten 
und Serum, sowie der Konzentration von gebundenem CO, in Erythro- 
cyten und Serum von paug. 

6. In Abb. 5 ist die Abhingigkeit der gesamten osmotischen 
Konzentration in Serum und Erythrocyten von pay, veranschaulicht. 
Es geht aus dieser Abbildung deutlich hervor, daS8 der Verlauf der 
beiden Kurven ein verschiedener ist. Wenn nun aber vollkommenes 
osmotisches Gleichgewicht zwischen Erythrocyten und Serum bei jedem 
pau-Wert besteht, so kann dieser Verlauf nicht richtig sein: mit anderen 
Worten, die Kurven miissen sich decken. Die einzige mégliche Er- 
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Abb. 5. Abb. 6. 
Abhingigkeit der gesamten osmotischen Abhingigkeit der molaren Konzentration 
Konzentration in Erythrocyten und Serum von komplexgebundener Sebstanz und dem 
von pag. hichstméglichen Prozentsatz an komplex 
: gebundenem CQO. in Erythrocyten von 
hed : 


klarung dieses Phinomens ist die, daB die Ordinatendifferenzen zwischen 
den Kurven die Anzahl mMol nicht osmotisch aktiver Substanz in den 
Erythrocyten darstellen, also komplexgebundene Substanz. Dieses 
stimmt genau mit Margarias (1931) vorstehend erwihntem Versuch 
mit Blut sowie mit den Versuchen von Henriques, (1928/29) van Slyke, 
Murray, Hastings und Sendroy (1925), Stadie und Hawes (1928) und 
Stadie und O’ Brien (1931) mit Haimoglobin iiberein. DaB auf alle Fille 
der gréBte Teil dieser komplexgebundenen Substanz CQO, ist, steht 
auBer allem Zweifel; ein kleinerer Teil kann Cl und K sein [siehe Hen- 
riques (1929)]. Komplexgebundenes Cl kann nach Margarias Ansicht 
nur in geringen Mengen vorhanden sein. In Tabelle I] und Abb. 6 
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Tabelle II. 





mMol gesamte mMol gesamte _ oes 
bag, —_ammoticche | osmotische || Komplex in "COs in” -Komples-¥y 
in Erythrocyten im Serum Erythrocyten Erythrocyten von CO, an Hb 
6,50 324 323 1 55 2 
6,75 326 317 9 50 18 
7, $25 | 81! 14 45 31 
7,25 320 305 15 38 40 
7,50 307 =| =~ 99 8 | 30 27 
7,75 295 293 2 20 10 
8,09 287 287 0 9 0 


sind die Beziehungen zwischen der Anzahl mMol komplexgebundener 
Substanz und pau, wiedergegeben, sowie der maximal mégliche Prozent- 
satz von komplexgebundenem CO, in den Erythrocyten, sofern simtliche 
komplexgebundene Substanz als CO, gerechnet wird. Die gefundenen 
Komplexbindungswerte sind mit einem gewissen Fehler behaftet, 
welcher seinen Ursprung in Analysenfehlern hat. Im schlimmsten Falle 
kann der Fehler schitzungsweise etwa 15°, des Komplexbindungs- 
prozentsatzes betragen. Ferner trigt der Umstand, daB die kleinen 
Konzentrationen zweiwertiger Anionen und Kationen nicht beriick- 
sichtigt worden sind, in geringem Mae zur Entstehung des Fehlers bei. 


Es wird somit eine mit pax variierende Komplexbindung von CO, 
an Hamoglobin im Blute nachgewiesen, welche von 2°%, bei pany = 6,5 
bis maximal 40°, bei pan, = 7,2 steigt und von diesem Punkte auf 
0°, bei pau, = 8 sinkt. Dieser Verlauf ist in vélliger Ubereinstimmung 
mit Henriques und Margarias Beobachtungen und deutet darauf hin, 
daB CO, im Hamoglobin zu einer Gruppe gebunden wird, die in dem 
betrachteten paug,-Bereich dissoziiert, wahrscheinlich eine Amino- 
oder Hydroxogruppe, unter Bildung einer Komplexsaure, welche 
stiirker als CO, ist. Wir erblicken hierin die einzige Erklirung, welche 
mit Faurholts Versuchen mit CO,, Aminen und Alkoholen (siehe Hen- 
riques, 1931/32) in Ubereinstimmung gebracht werden kann; bei dem 
gegenwiartigen experimentellen Standpunkt erscheint sie als die natir- 
lichste Annahme (siehe ferner unter 8.). 


Das Donnan-Gleichgewicht im Blute. 


7. Schiddt (1931) hat die Schwierigkeiten, welche mit der Ab- 
leitung einer Formel fiir das Donnan-Gleichgewicht zwischen Erythro- 
eyten und Serum verbunden sind, eingehend besprochen, und die Ver- 
suche von van Slyke, Murray, Hastings und Sendroy (1925) (siehe Abb. 2) 
iiber die Verteilung von [H’], [gebundenem CO,] und [Cl’] zwischen 
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Erythrocyten und Serum zeigen deutlich, daB die einfache Donnan- 
Beziehung fiir frei permeable Ionen 

K’} 4 |A~], 

[K], [Anh 
fiir Blut keine Giiltigkeit hat. 

Betrachten wir nun die impermeablen Ionen in a) Erythrocyten 
und b) Serum. 

Zua). Wir wollen annehmen, daB8 der isoelektrische Punkt des 
Hamoglobins in den Erythrocyten bei pang = 6,5 liege, d.h. pauy 
= etwa 6,40. Bei dieser Reaktion hat das Hamoglobin gleichviel 
positive und negative Ladungen, so daB die Kaliumionenkonzentration 
allein die GréBe eines elektropositiven Potentials an der Innenseite 
der Erythrocytenmembrane diktiert. Bei starker alkalischer Reaktion 
enthalt das Himoglobin mehr negative als positive Ladungen, und eine 
diesen negativen Haimoglobinladungen aiquivalente Anzahl Bicarbonat- 
und Chlorionen diffundiert aus den Erythrocyten heraus (siehe Abb. 4), 
so daB die Elektroneutralitat in der Erythrocytenfliissigkeit aufrecht 
erhalten wird. Die Kationenkonzentration in den Erythrocyten, welche 
die GréBe des elektropositiven Potentials an der Innenseite der Erythro- 
cytenmembrane bei pay, = Z diktiert, wird daher aus 
Effektive [Kation’]¢ imperm. 

(Pang == Z) 


= Analysierte [Kation ], imperm. —{({Anion” ]¢, perm. —-[Anion™] », sera. } 
pay. = Z (pag = 6,5) (pay. Z) 
gefunden. 

Der isoelektrische Punkt fiir den impermeablen Erythrocyteninhalt 
liegt also bei stark alkalischer Reaktion (sicher bei pau, > 9), da die gegen 
die alkalische Reaktion steigende Anzahl negative Ladungen an den Himo- 
globinmolekiilen hier der Anzahl] der Kaliumionen aquivalent sein wird. 

Zu b). Der isoelektrische Punkt der Serumproteine liegt bei pany 
etwa 5,0, da derselbe fiir Albumin bei pay 4,7 und fiir Globulin bei 
pax 5,3 liegt. Bei pax, = 7 binden die Serumproteine etwa 10 mAq 
Metallbase, und fiir das elektropositive Potential an der AuBenseite 
der Erythrocytenmembrane gilt hier: 

Effektive [Kation’], imperm. = Analysierte [Kation ], imperm. — 10 mAq. 
(pag. =7) (pay. = 7) 

Dem Verfahren beim Erythrocyteninhalt entsprechend findet man 
beim Serum: 

Effektive [Kation’], imperm. = Analysierte [Kation’]. jnperm. 
(pay. = 2) (pag. = 4) 
— 10mAq — ({Anion™] 5 perm. — [Anion™] perm. )- 


(pag 7) (pay. = Z) 
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Wie beim impermeablen Erythrocyteninhalt liegt also auch der 

isoelektrische Punkt des impermeablen Seruminhaltes bei stark alkali- 

scher Reaktion (sicher bei pau, > 9), da die gegen die alkalische 

$ Reaktion steigende Anzahl negativer Ladungen an den Serumprotein- 
molekiilen hier der Anzahl der Metallionen aquivalent sein wird. 

Das wirkliche elektrische Potential an den Erythrocytenmembranen 

entsteht somit als eine Differenz zwischen den zwei elektropositiven 
Potentialen an der Innen- bzw. AuBenseite. Bei pany = 4,75 sind 
diese beiden Potentiale gleich gro8, und Erythrocyten- und Serum- 
inhalt haben daher bei pay = 4,75isoelektrische Reaktion gegeneinander : 
bei stairker alkalischer Reaktion ist der Seruminhalt elektropositiver 
ia als der Erythrocyteninhalt. Bei physiologischem pax, sind die Erythro- 
. cyten elektronegativ dem Serum gegeniiber. Dieses Verhaltnis hat 
die Veranlassung zu dem Mibverstaindnis gegeben, daB man dieses 
Donnan-Potential als Konsequenz der Dissoziation des Hamoglobins 
, als Saure‘ deutete. 
Aus Tabelle III und Abb. 7 geht hervor, daB das Potential bei dem 
Ul physiologischen pay,, wie beschrieben, von den impermeablen Metall- 
BS ionen in Erythrocyten und Serum diktiert wird, da der EinfluB der 
Proteinladungen im Verhaltnis hierzu gering ist. 
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Tabelle II. 








mAq/Liter Lésungswasser in Serum oder Erythrocyten 





Uberzihlige Uberzuhlige 


— % Any aan cabenen-tn impermeable impermeable 
f Erythrocyten Erythrocyten | Serum Ervtkeocyt ~ ha Bg 
Ps = — ——— —_— —_ — = — = — — — 
i 6,50 161 160 142 154 164 
6,75 152 143 143 148 160 
7,09 142 128 144 143 154 
7,25 129 114 141 136 149 
7 7,50 113 105 138 132 143 
; ; 7,78 96 94 133 125 136 
8,00 77 77 126 111 128 
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Wie aus der Beziehung zwischen Erythrocytenvolumen und pax, 
(Abb. 1 und 3) ersichtlich, existiert auBer dem isoelektrischen Punkt 
bei pauy = 4,75 ein Gleichgewichtspunkt in der Nahe von pay = 10; 
dieser Gleichgewichtspunkt nun mu besagen, da der Unterschied 
zwischen den beiden elektropositiven Potentialen an der Innen- und 
AuBenseite der Erythrocytenmembrane konstant, nicht aber = 0 ist. 

Die Konzentrationen der impermeablen Ionen in Erythrocyten und 
Serum bestimmen das Vorzeichen (posititiv oder negativ) des Donnan- 
Potentials. 

Die Gréfe des Potentials aber wird sowohl von der Menge der 
impermeablen Ionen als auch von dem zwischen den Konzentrationen 
von permeablen und impermeablen Ionen bestehenden Verhaltnis 
diktiert. Je gréBer dieses Verhaltnis, desto kleiner das Potential. 
Wie von Schiddt (1913) hervorgehoben, ist die GesetzmaBigkeit fiir 
diese Variationen im Blute sehr schwer formulierbar. Da Cl’- wie 
Bicarbonationen Aktivitétsanomalien im Blute aufzuweisen scheinen, 
ware es natiirlich, eine Berechnung der GréBe des Potentials aus der 
Wasserstoffionenverteilung zu versuchen. 

In unserer Versuchsreihe liegen keine pay-Messungen in den 
Erythrocyten vor. Vergleicht man die Verteilungsquotienten [H’],/[H'], 
von van Slyke, Murray, Hastings und Sendroy (1925) mit den Messungs- 
resultaten dieser Versuche, so zeigt es sich, daB man den Faktor 


" Pi at 
(A )S, perm. [A JE, perm. 


[K’]s, imperm. | K |p, imperm. 


in unseren Versuchen als zweite Potenz in die Donnan-Gleichung 
einsetzen muB, um potentialgebende Verteilungsquotienten der gleichen 
GréBe wie in van Slykes Versuchen zu erzielen. Dies ist insofern zu 
erwarten, als das Gleichgewicht von zwei Prozessen diktiert wird: dem 
in den Erythrocyten und dem in Serum. 


Einige kinetische Betrachtungen. 


8. Nach den Versuchen von van Slyke und Mitarbeitern (1925), 
Stadie und Mitarbeitern (1928, 1931), Henriques (1928, 1929, 1933) 
und Margaria (1931) dirften schwerlich irgendwelche Zweifel dariiber 
bestehen kénnen, daB bedeutende Mengen CO, im Blute an Hamoglobin 
zu einem Carbhamoglobin komplex gebunden sind. 

1928 wies Henriques nach, daB der CO,-Wechsel im Blute im Vergleich 
zum CQO,-Wechsel aus einfachen Bicarbonat-CO,-Lésungen  erheblich 
beschleunigt ist, und er stellte die Hypothese auf, daB dieser schnelle CO,- 


Wechsel durch das Carbhamoglobin stattfinde, in Analogie mit den von 
Faurholt (1925, 1927) untersuchten bekannten CO,-Komplexen mit Aminen 


und Alkoholen. 
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Henriques’ Versuche schienen mit dieser Annahme iibereinzustimmen 
und sprachen gegen eine einfache Katalyse. 

Eine Reihe Versuche von van Slyke und Hawkins (1930), Brinkman 
und Margaria (1931) und Dirken und Mook (1931) scheint jedoch darauf 
hinzudeuten, da8 Hamoglobin imstande ist, den CO,-Wechsel von CO,- 
Bicarbonatlésungen zu ,,katalysieren‘*. Sofern diese Annahme richtig ist, 
wird sie die Deutung der Kinetik des C O,-Wechsels im Blute ganz bedeutend 
erschweren. 

Aus den Versuchen von Krogh und Krogh (1910) weiB man, daB das 
Blut wahrend der Passage durch die Lungenkapillaren, d.h. im Laufe 
von ungefahr 1 Sekunde, ins Gleichgewicht mit dem CO,-Druck der 
Alveolenluft kommt. Hasselbalchs (1916), Milroys (1917) und zahlreiche 
spatere Untersuchungen haben gezeigt, daB der CO,-Wechsel im Blute 
in den Erythrocyten vor sich geht. 

Aus den soeben besprochenen Untersuchungen wei man, daB ein 
Teil des gebundenen CO, in den Erythrocyten in Form von Bicarbonat 
und ein Teil in Form von Carbhamoglobin vorhanden ist. Beide Teile 
des gebundenen CO, miissen nun wahrend des Passierens durch die 
Lungenkapillaren, also innerhalb 1 Sekunde, das Gleichgewicht er- 
reichen. Da die beiden Bindungsformen von CO, chemisch weit ver- 
schieden sind, muB angenommen werden, daB auch die Kinetik ver- 
schieden ist, so daB es als unwahrscheinlich erscheint, daB beide von 
demselben Katalysator im gleichen Umfange katalysiert werden; gegen 
diese Annahme spricht auch die vorhandene Verkleinerung der Gleich- 
gewichtskonstante pk; des COQ,. 

Innerhalb dieser einen Sekunde miissen folgende Prozesse zu 
Ende verlaufen: 

a) Die Diffusion von CO, zwischen Erythrocyten und Alveolenluft. 

b) Die Diffusion von Bicarbonat- und Chlorionen zwischen Erythro- 
eyten und Serum. 

. ¢) Die Wasserverschiebung zwischen Erythrocyten und Serum. 

d) Der Umsatz zwischen CO, und Carbhamoglobin. 

e) Der eventuelle katalysierte ProzeB zwischen CO, und Bicarbonat 
in den Erythrocyten. 

Die Prozesse a), b), c) und d) miissen mit hinlanglicher Ge- 
schwindigkeit verlaufen, damit das Gleichgewicht faktisch erreicht wird. 

Der ProzeB e) scheint nicht a priori physiologisch notwendig zu 
sein, da man sich sehr wohl denken kann, daB die Anderung im Bi- 
carbonatgleichgewicht durch die Chlor- und Bicarbonationendiffusion 
zwischen Erythrocyten und Serum kompensiert wird. 

DaB auf jeden Fall ein Teil des respiratorischen CO,-Wechsels 
vermittelst des Carbhimoglobins erfolgen muB, liegt auf der Hand, 
falls dieses System sich nur zwischen freiem CO, und Hamoglobin, 
und nicht zwischen Bicarbonat und Hamoglobin auswirkt. Die Frage 
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ist, ob neben diesem C O,-Umsatz auch ein katalysierter Umsatz zwischen 
CO, und H,O unter dem Kapillarkreislauf stattfinde. Im ersteren 
Falle spielen Kohlensiure (H,CO,) und Bicarbonat (HCO), dieselbe 
untergeordnete Rolle bei der Respiration wie Salzsiure und Chlorionen, 
namlich lediglich als Salz- (und Puffer-)Wirkung im Erythrocyten- 
Serumsystem. Im zweiten Falle mu8 man mit einer Verteilung des 
CO,-Wechsels auf die beiden Prozesse rechnen, welche sich nach den 
Geschwindigkeiten der zwei Prozesse und der prozentualen Menge 
komplexgebundenen CO, in den Gleichgewichten richtet. 
Fall I ist recht einfach, Fall I] dagegen sehr kompliziert. Fall I 
kann gut bestehen, selbst wenn eine Hamoglobin-,,Katalyse des CO, 
+ H,O = H,CO,-Umsatzes vorhanden ist, nur miissen die Ge- 
schwindigkeiten fiir den CO,-Komplexumsatz und die Ionendiffusionen 
im Verhaltnis zu dem eventuell katalysierten Kohlensiureumsatz 
groB sein. 
Es war natiirlich, daB Henriques zu der Annahme gelangte, dab 
das schnell reagierende CO, in Hamoglobinlésungen sich als Carbamin 
oder Alkylkohlensiurekomplex vorfinde, da Faurholts schéne Unter- 
suchungen derartiger Komplexe gerade zeigten, daB die Umsetzungs- 
geschwindigkeit derselben im Verhaltnis zur Geschwindigkeit des 
CO, + H,O =~ H,CO,-Umsatzes sehr groB ist. Henriques’ einfache 
Hypothese deckte also die chemischen, physikalischen und physiologi- 
schen Forderungen, wobei sich umstandliche Hilfshypothesen eriibrigten. 
Das Vorhandensein einer Hamoglobin-,,Katalyse* des CO, + H,O 
== H,CO,-Umsatzes kompliziert indessen die Deutung so stark, daB 
man sich nochmals in der allgemeinen Chemie nach analogen Komplex- 
formen zu orientieren gendétigt sieht, Komplexformen, welche gleich- 
zeitig 
a) die Abhangigkeit der Komplexbindung vom pau, 
b) den schnellen Umsatz von COQ,, 
c) den schnellen Umsatz des Bicarbonats 

zu erklaren vermégen. 

Eine solche Komplexform kénnte man sich in folgendem Formel- 

typus vorstellen: 
[R— Fe — OH}'*’" (HCO), + CO, + H,O 
= [R—Fe — HCQ,)'*’" (HCO), + H,O 
Il = [R—Fe — OH,]'*’"*! (HCO,),, . ;, 
wenn wir annehmen wiirden, da die Gechwindigkeiten fiir die beiden 


Prozesse im Vergleich zu der des CO, + H,O =® H,CO,-Umsatzes 
sehr groB seien. A priori kénnte man dies als wenig wahrscheinlich 
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ansehen, da das Charakteristische bei der Geschwindigkeit der Gleich- 
gewichtseinstellung einiger bekannter ,,Isomerie’‘-Formen gerade in 
dem Umstand liegt, daB sie sehr klein ist. Hierauf beruht der analytische 
Nachweis verschiedener Komplexformen, wie namentlich durch die 
Untersuchungen von S. M. Jorgensen, A. Werner, P. Pfeiffer und deren 
Mitarbeiter gezeigt worden ist. 

Es ist durchaus nicht unwahrscheinlich, daB folgende drei Haimo- 
globinkomplexe existieren: 


[Hb-Ferro-Hydroxo]*)"-Salz, 
[Hb-Ferro-Aquo]'*)” * !-Salz, 
[Hb-Ferro-Bicarbonato]'*)"-Salz, 


und dadurch wiirde die pay-Abhangigkeit der CO,-Komplexbindung 
erklirt. Soweit wir uns an Hand der einschligigen Literatur haben 
iiberzeugen kénnen, sind kinetische Versuche beziiglich derartiger 
Stoffe bisher nicht vorgenommen worden. 

Prot. Faurholt hat jedoch unsere Aufmerksamkeit auf das komplexe 
Silbercyanid und namentlich auf die komplexen Acetato-Ferrisalze, wo 
die ,,.momentan“ eintretenden Farbenwechsel beim Zusetzen von Natrium- 
acetat, Essigsiure oder starker Mineralsiure die sehr groBen Reaktions- 
geschwindigkeiten deutlich zeigen. Das gleiche gilt fiir die Ferri-Rhodan- 
gleichgewichte. Es diirfte sich kaum lohnen, jetzt schon Gleichgewichts- 
gleichungen fiir dieses Hamoglobinkomplexsystem aufzustellen. Abhnlich 
den Faurholtschen Gleichungen fiir Carbamin- und Alkylkohlensaure- 
gleichgewichte kann man unter der oben angegebenen einfachen Komplex- 
annahme eine Gleichung fiir Prozent Komplex-C O, in Hamoglobinlésungen, 
fiinf Konstanten enthaltend, ableiten. Bei der Mangelhaftigkeit des experi- 
mentellen Materials hatten aber derartige mathematische Formulierungen 
kaum einen Sinn. 

Es soll lediglich eins betont werden, nimlich da8 diese Annahme 
und derartige Formeln zu Komplexprozent ~ pay-Kurven von ganz 
gleicher Form wie die in dieser Arbeit experimentell gezeigten (Abb. 6) 
und wie die Faurholtschen Kurven (siehe Henriques, 1931) fiihren; 
diese Kinetik erkldirt somit gleichzeitig die ,,Katalyse‘‘, und sie erklart 
ferner die Verkleinerung der Gleichgewichtskonstante — pk, des 
CO, — bei Gegenwart von Hamoglobin, —- eine Verkleinerung, die 
nicht durch einfache Katalyse erklarlich ist. 


Zusammenfassung. 

1. Die Literatur der letzten Jahre tiber das komplexgebundene 
CO, in Hamoglobinlésungen und Blut wird kurz besprochen; Margarias 
Versuche bestatigen und vervollstandigen Henriques’ Untersuchungen 
in bedeutsamer Weise. 

2. Die Abhangigkeit des Erythrocytenvolumens von paug wird 
besprochen. 
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3. Die Verteilung von [H’], Cl und gebundenem CQO, zwischen 
Erythrocyten und Serum bei variiertem pay wird besprochen. 

4. Die Anwendung des Donnan-Gesetzes auf Blut wird besprochen. 

5. Eine Versuchsreihe mit Untersuchungen tiber die Verteilung 
von Wasser und festen Stoffen zwischen Erythrocyten und Serum 
in Pferdeblut, bei verschiedenen CO,-Drucken gesattigt, wird vorgelegt. 

6. Es wird eine mit paug variierende Komplexbindung von CO, 
an Hamoglobin in Ubereinstimmung mit Margarias Versuchen nach- 
gewiesen. 

7. Einige das Donnan-Potential im Blut betreffende Faktoren 
werden auf Basis dieser Versuchsreihe besprochen. Es wird gezeigt, 
daB die Metallbasenkonzentration im Serum und den Erythrocyten 
den fiir das Potentialvorzeichen entscheidenden Faktor bilden. 

8. Es werden einige Betrachtungen hinsichtlich der Kinetik der 
CO,-Umsetzung im Blute angestellt; es wird hervorgehoben, in welcher 
Weise eine eventuelle ,, Himoglobinkatalyse™ des CO, + H,O == H,CO,- 
Umsatzes die Probleme kompliziert. Eine Hypothese hinsichtlich der 
Konstitution des Carbhimoglobins wird aufgestellt, welche eine Erklarung 
sowohl der Komplexbindung als auch der Geschwindigkeit, eventuell durch 
,,Katalyse, geben kénnte. 
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Kolorimetrische Methoden zu basentitrimetrischen 
Mikrobestimmungen in nichtwisserigen Lésungen. 


I. Mitteilung: 


I. Theoretische Grundlage. — Das Medium. -—- pay-Skala. — Gepufferte 
Lésungen. — Indikatoren. 
Von 
O. M. Henriques. 


(Aus dem Finsenlaboratorium, Kopenhagen. ) 
(Eingegangen am 27. Januar 1933.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Wiahrend der letzten Jahre sind Siure-Basetitrierungen in nicht- 
wisserigen Lésungen allgemeiner geworden: hier sei nur an Willstdtter- 
Waldschmidt-Leitzs (1921) Ammoniaktitrierung in Athylalkohol und 
Linderstrom-Langs (1927) Aminosauretitrierung in Aceton erinnert. 
Ferner sind Titrierungskurven in Alkohol-Wassermischungen von 
schwachen Sauren, die schwer léslich in Wasser sind, zur Bestimmung 
der Dissoziationskonstanten der Siuren mittels Extrapolation angewandt 
(Henriques, 1930). 

Die Titrierungen in Alkohol und Aceton bieten gewisse Vorteile: 

1. Die Kapillaritét dieser Medien ist kleiner als die des Wassers; die 
feinsten Kapillarbiiretten und Kapillarpipetten kénnen deshalb gebraucht 
werden, und die Ablesung ist schnell und sicher; 2. die Umschlage der 
Indikatoren sind scharf und schnell; 3. die payq-Skala dieser Medien ist gr6Ber 
als die des Wassers; 4. wegen der kleinen Dielektrizitaétskonstante dieser 
Medien ist die Dissoziation der schwachen Elektrolyte hierin viel kleiner 
als in Wasser; 5. bei Fallungsanalysen werden die Ausfallungen leichter 
filtrierbar in diesen Medien als in Wasser, und da die Léslichkeitsprodukte 
meistens kleiner sind, werden die Analysen genauer als in Wasser [z. B. 
Claudius Chlorionbestimmung in Athylalkohol (1922)]; 6. die Dissoziation 
des CO, in diesen Medien ist so schwach, daB sie sich nicht im Titriergebiet 
geltend machen kann, und MaBnahmen gegen CO,-Fehler sind deshalb in 
den meisten Fallen unndétig. 








dal. 
ode 


Bas 


nur 
mal 
bis 

vers 


Diel 
wen 
dies 
entl: 
scho 


mit 
einge 


P.W 














O. M. Henriques: Basentitrimetrische Mikrobestimmungen usw. |. 73 


Wahrend einer Arbeit mit quantitativer Bestimmung einiger 
Metallsalze in Lésungen fand der Verfasser, daB diese leicht als Saure- 
Basetitrierung in verschiedenen organischen Solventien auszufiihren 
ist. Es fehlte aber eine brauchbare Grundlage fiir die kolorimetrische 
Bestimmung der Wasserstoffionenaktivitaét in solchen Medien. In vor- 
liegender Mitteilung soll nun versucht werden, cine derartige Grundlage 
fiir ein Medium zu geben, das sich in einer groBen Anzahl von Fallen 
als praktisch anwendbar gezeigt hat. 


Allgemeine Bemerkungen. 

Wenn eine schwache Saure in Wasser gelést wird, dissoziiert sie 
teilweise in Wasserstoffionen und Saurerestionen; wird die Lésung 
mit kleinen Mengen von starker Base wie NaOH oder KOH neutralisiert, 
indem die Wasserstoffionenaktivitét fiir jeden kleinen Basezusatz 
gemessen wird, so erhalt man die Zahlenwerte fiir eine Titrierungskurve, 
wo die Basezusaitze als Ordinaten und die Wasserstoffionenaktivitaten 
als Abszissen in einem Koordinatensystem eingetragen werden. Sind 
die Salzkonzentration und das Volumen wahrend der Titrierung einiger- 
mafen konstant gehalten, so bekommt man fiir eine nicht zu starke 
oder zu schwache Saure eine S-férmige Titrierungskurve, deren Mittel- 
punkt in pay-Zahlen der pA der Saure entspricht, indem wir mit pK 
den negativen Logarithmus der Dissoziationskonstante bezeichnen. 
Ganz analog verhalt sich eine schwache Base, wenn sie mit einer starken 
Saure titriert wird. 

Die Titrierungskurven kénnen auch dadurch gewonnen werden, 
daf} man ein Alkalisalz einer schwachen Saure mit starker Saure titriert 
oder analog das Chlorid oder Nitrat einer schwachen Base mit starker 
Base titriert. 

Die Tonenstarke der Lésung spielt fiir die Form der Kurve 
nur eine geringfiigige Rolle, wenn sie wihrend der Titrierung nur einiger- 
maBen konstant ist: die Kurve wird bloB den Aktivitatsgesetzen gemaB 
bis einige Zehntel einer pay-Einheit der Abszisse entlang parallel 
verschoben. 

Wird als Lésungsmittel statt Wasser eine Fliissigkeit mit kleinerer 
Dielektrizitatskonstante gewahlt, in welcher schwache Sauren und Basen 
weniger dissoziiert sind, so bleibt die Form der Titrierungskurven 
dieselbe, aber die Kurven werden mehrere pay-Einheiten der Abszisse 
entlang verschoben, indem die Sauren rechts und die Basen links ver- 
schoben werden, in Ubereinstimmung mit ihrer schwacheren Dissoziation. 

Die Dissoziationsherabsetzung der schwachen Elektrolyte in Medien 
mit kleiner Dielektrizitatskonstante ist die letzten 40 Jahre Gegenstand 
eingehender Studien gewesen. Eine gute Ubersicht ist zu finden z. B. bei 
P. Walden, Elektrochemie nichtwasseriger Lésungen, Leipzig 1924; 
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Rk. Miller, Elektrochemie der nichtwasserigen Lésungen, Leipzig 1923; 
H. Ulich u. E. J. Birr, Der molekulare Zustand von Salzen in Lésungen. 
Zeitschr. f. angew. Chem. 41, 1928. 

Fiir unseren Zweck: Indikatortitrierung in nichtwasserigem Medium, 
sind nur wenige der Arbeiten von direktem Interesse. Bishop, Kittredq 
und Hillebrand (1922) haben versucht, eine Skala von Indikatoren fii 
Titrierungen in Athylalkohol zu geben, indem sie verschiedene schwache 
Saiuren und Basen elektrometrisch mit der Wasserstoffelektrode gegen die 
Hg, Bra-Na Br-Elektrode als Normalelektrode titrierten und gleichzeitig 
den Farbenumschlag verschiedener Indikatoren untersuchten. Sie gaben 
keine Wasserstoffionenaktivitaten an, und ihre Resultate sind nur schwer 
vergleichbar. Larsson (1924) bestimmte die Dissoziationskonstante des 
Athylalkohols zu 10~—19.4 bei 25°C teilweise mittels elektrometrischer Messung 
der pay in Natriumithylatlésungen und zum Teil mittels Messung der 
Alkoholyse des Ammoniumbenzoats. Ferner bestimmte Larsson elektro- 
metrisch pK von einer Reihe schwacher Sauren in wasserfreiem und bis 
3m wasserhaltigem Athylalkohol; er fand, daB die pA der Carbonsiuren 
durehschnittlich 5,8 Einh. gr6Ber in wasserfreiem Athylalkohol als in reinem 
Wasser ist. Kolorimetrische Untersuchungen hat er nicht vorgenommen. 
Michaelis und Mizutani (1924) haben die Farbumschlaige der Nitrophenole 
und des Phenolphthaleins in Wasser—Athylalkoholmischungen verschiedenet 
Starken elektrometrisch mit der Wasserstoffelektrode in den Mischungen 
gegen eine Wasserstoffelektrode in einer wasserigen Lésung von Natrium- 
acetat-Essigséure als Normalelektrode gemessen. pay im den <Alkohol- 
ldsungen ist somit in Relation zur pay im Wasser angegeben, indem Michaelis 
und Mizutani das Diffusionspotential zwischen den Alkohollésungen und 
der wasserigen K Cl-Briicke vernachlassigten. Spiater (1925) haben Michaelis 
und Mizutané in derselben Weise pK einer groben Reihe schwacher Sauren 
und Basen in Wasser— Athylalkohol- und Wasser— Methylalkoholmischungen 
gemessen; als Standardelektrode diente eine Wasserstoffelektrode in 
wisseriger Essigsiure-Acetatlésung, und in den Alkohol-Wassermischungen 
wurden gleiche Teile der Sauren oder Basen und deren Salze zu m/100 


Konzentration gelést. Aktivitaétskorrektionen und Diffusionspotentiale 
wurden nicht beriicksichtigt. Durch Kombination der Messungen von 


Michaelis und Mizutani mit denen von Larsson erhalt man Abb. |, die die 
Dissoziationsabschwachung der Salicylsiure beim Ubergang von reinem 
Wasser iiber Alkohol-Wassermischungen zu reinem Athylalkohol wiedergibt. 


Abb. 1. 

Die Dissoziationsherabsetzung der Salicylsiure 
beim Ubergang von reinem Wasser iiber Alkohol- 
Wassermischungen zu reinem Athylalkohol. 
(Nach den Messungen von Michaelis, Mizutant 
und Larsson.) 
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Bjerrum und Larsson (1927) haben die Ionenverteilungskoeffizienten 
vieler Ionen zwischen Wasser und Athylalkohol berechnet. Linderstrem- 
Lang (1928) hat die Theorie der Titrierung in nichtwasseriger Lésung be- 
handelt. Bjerrum (1931) hat die Séure-Base-Salzbegriffe in willkiirlichem 
Medium einer kritischen Analyse unterzogen. Was uns hier besonders 
interessiert, ist die Definition der pag in nichtwasserigen L6sungen. Wahrend 
Michaelis und Mizutani sowie Linderstrem-Lang pay des Mediums in 
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Relation zur pay des Wassers angeben, nennt Bjerrum diese Grobe pA 
[d.h. den negativen Logarithmus der ,,Aziditat*’ nach Bronsted (1928)]; 
pay des Mediums dagegen definiert Byerrwm ganz analog der pay im Wasser : 
— log {a fH,0°] + alH(H,0),] + a [H(H,O)5]--- 


2a 7 
peu Wasser 


und 


= log {a [H. Medium*] + a{H.( Medium); | + a[H (Medium); ] ---! 
Analog dem Oxoniumionin Wasser (H,O°) nennt Byerrwm das (H-Medium) 
lon ein Lyoniumion, eine Bezeichnung, die universell giiltig ist fiir alle 
Medien, deren Molekel ein Wasserstoffion addieren kénnen. Die pay 
Skalen verschiedener Medien haben somit definitionsmaBig denselben 
Nullpunkt, wahrend die pA-Skalen relativ zum pag-Nullpunkt des Wassers 
angegeben werden. Z. B. haben wir 


jpat-Skale A-Skale 


0 14 0 Mm 
+. 194 . Wasser 


Athylalkoho! = 


_ Wasser 
Athylatkoho! 











25 169 134 


Kigene Untersuchungen. 

Die Aufgabe war, ein Medium zu finden, das die untengenannten 
Bedingungen erfiillt: 

1. Die Dielektrizitatskonstante des Mediums muf so klein sein, dats 
schwache Saéuren und Basen bedeutend weniger als in Wasser dissoziieren. 

2. Die Eigensauredissoziationskonstante des Mediums mul} bedeutend 
kleiner als die des Wassers (etwa 107!*) sein, so daB die pay-Skala bedeutend 
gréBer als die des Wassers (0 bis 14) ist. 

3. Das Medium muB 5 Vol.-°,, Wasser klar l6sen kénnen. 

4. Das Medium muB8B Salz bis zu einer Konzentration von 0,003 mol. 
lésen kénnen. 

5. Das Medium muB in geniigender Reinheit zu verniinftigem Preis 
kéiuflich sein. 

6. Das Medium darf nicht von starken Saéuren und Basen in m/10 
Konzentrationen zerstért werden. 

7. Das Medium muB8 haltbar beim Aufbewahren sein. 

8. Das Medium muB einen so hohen Kochpunkt haben, daB es nicht 
zu schnell bei gew6hnlicher Zimmertemperatur verdampft. 

9. Das Medium darf nicht durch Geruch oder Giftigkeit Unbehagen 
oder Hautreizung verursachen. 

10. Die Dissoziationsabschwachung des CO, mu so grok sein, dab 
MaBnahmen gegen CO,-Fehler meistens unnétig sind. 


Diese Abgrenzung der Aufgabe hat - nach mehreren Vor- 
versuchen — zu folgendem Medium gefiihrt: 


Eine Mischung von 2 Volumina kiiujlichen absoluten Athylalkohols 
(99,8°%,) -- 3 Volumina reinen Benzols (zur Analyse), bei 18°C ab- 


gemessen. 
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In dieser Mischung kann das Benzol durch Toluol, Xylol, Chloro- 
form oder Tetrachlorkuhlenstoff ersetzt werden; es bietet jedoch keine 
Vorteile fiir die drei erstgenannten Stoffe sogar einige Nachteile 
und alle vier Stoffe sind teurer als Benzol. Zu besonderen Zwecken 
ist ein Zusatz von Isoamylalkohol vorteilhaft; die Arbeit mit Isoamyl- 
alkohol in offenen GefaBen wahrend langerer Zeit verursacht indessen 
Kopfschmerzen wid Hautreizungen. Auch Aceton oder Mischungen 
von Aceton, Wasser und Athylalkohol kénnen in gewissen Fallen 
zweckmiabig sein, wie z. B. bei Linderstrem-Langs Titrierung der Carb- 
oxylgruppen in Aminosaiuren. Aceton ist aber ein schlechtes Lésungs- 
mittel fiir viele Salze und gibt oft triibe Lésungen, die kolorimetrisch 
schwer vergleichbar sind. Am geeignetsten im allgemeinen wurde die 
genannte Athylalkohol-Benzolmischung befunden. Bei einer Titrierung 
wird zu 100 Raumteilen der Mischung | Raumteil wasseriger Salz- 
lésung gesetzt; die Fliissigkeit hat somit folgende Zusammensetzung: 


61,6 Gewichts-®, Benzol, 
37,1 as Athylalkohol, 
1,3 ie Wasser. 


Diese Mischung wird hiernach als Athylalkohol- Benzolmischung 
oder AB bezeichnet. 

In erster Annaherung kénnen wir damit rechnen, dab die Di- 
elektrizitatskonstante der Mischung proportional ihrer prozentualen 
Zusammensetzung ist; da die Dielektrizitétskonstante des Benzols, 
des Athylalkohols und des Wassers etwa 2,2 bzw. etwa 26 und etwa 81 
ist, ware die Dielektrizitaétskonstante der Mischung ungefahr 11. 

Nach Debye-Hiickels Theorie gilt fiir Ionen in willkiirlichem 
Medium: 


- _ 
pred 215. 108 72 
pf = (1,815. 10 pan) 7 ‘pa Ve (1) 
wo pf = —log des Aktivitatskoeffizienten des Ions, 7’ = absolute 


Temperatur, Z -- Valenz des Ions, D = Dielektrizititskonstante des 
Mediums. wv =- Ionenstairke. Bei 18°C gilt daher 


1 se ime 
In Wasser: pf = 365-Z? 739 Vu = 0,5 2?) au. (2) 
. 1 - = 
In AB: pt = 365.7? a6 5 ‘yu 10-77 \u. (3) 
36,5 


Die Salzwirkung ist also etwa 20mal gréBer in Athylalkohol-Benzol- 
mischung als in Wasser. Mittels (3) ist die Titrierungskurve fiir eine 
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schwache, einbasische Saure in Athylalkohol-Benzolmischung fiir die 
Konzentrationen m/1000 und m/100 berechnet; die Titrierlésung ist 
m/10 Na-Athylat in kauflichem absolutem Athylalkohol; die Ionenstarke 
steigt wahrend der Titrierung von 0 bis 0,001 und pf daher von 0 bis 
0,32 in den m /1000-Lésungen, die Ionenstirke von 0 bis 0,01 und p/ von 
0 bis 1 in den m/100-Lésungen. Die TabellenI und II sowie Abb. 2 





Mo/ Base 











Abb. 2. 
Titrierung einer schwachen Séure (m,1000 und m 100) in AB ohne Salzzusatz mit Natriumathylat. 
Die Kurven von links: AB, 90°, Acetone, 99°) Athylalkohol, 90°, Athylalkohol, 
Wasseri-Ideal). 


geben die Berechnungen wieder. Es erhellt hieraus, daB die Ab- 
weichungen von der Idealkurve sehr erheblich sind: wahrend die Ab- 
weichungen in der Titrierungskurve einer m 100 schwachen Saure 
in Wasser nur geringfiigig sind, ist schon eine m/1000-Konzentration 
in Athylalkohol-Benzolmischung so stark, daB die Aktivitatskorrek- 
tionen sehr groB sind. Wir beschlossen daher, die Titrierungen in wn- 
gefahr m/1000-Konzentrationen auszufiihren, und durch Zusatz von 
NaCl in m/1000-Konzentration zur Lésung ist dafiir gesorgt, daB die 





ae 


com Na Athylat 
Ss 
| 








Abb. 3. 
Anderung des pf und der Ionenstirke wiahrend einer Titrierung von einem zwei- oder drei- 
wertigen Metallbasechlorid (m/1000) mit Na-ithylat in AB; 
a) wenn pK der beiden (aller drei) Basenstufen gleich ist; 
b) wenn pA der beiden (aller drei) Basenstufen verschieden ist. 
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Ionenstirke wahrend der Titrierung von etwa 0,001 bis etwa 0,002 
variiert, d. hh. daB pf nur von etwa 0,32 bis 0,45 variiert. In Abb. 3 
ist die Abhangigkeit des pf und der Ionenstarke vom Zusatz der 
Titrierlésung wiedergegeben. 

In reinen athylalkoholischen Lésungen kann die pay-Skala ver- 
haltnismaBig leicht durch elektrometrische Messungen mit Wasser- 
stoffelektroden oder Chinhydronelektroden festgelegt werden; in Athyl- 
alkohol-Benzolmischungen st68t man indessen auf erhebliche Schwierig- 
keiten: Die Leitfahigkeit ist sehr schlecht; bei Salzzusatz zur Briicken- 
anordnung wird das Benzol ausgesalzen; fiir die Berechnung des Dif- 
fusions- und Phasengrenzpotentials liegt kein brauchbares Material 
vor. Eine elektrometrische Bestimmung wurde deshalb bis auf weiteres 
zugunsten einer kolorimetrischen Technik aufgegeben. 

Die kolorimetrische Festlegung der pay-Skala in Athylalkohol- 
Benzolmischung geschah in folgender Weise: Zunachst wurden eine 
m/1000-HCl-Lésung und eine m/1000-Na-Athylatlésung als Endpunkte 
gewahlt; die Lésungen waren gleichzeitig m/1000 in bezug auf NaCl, 
so daB uw = 0,002 und pf = 0,45 waren. Vorausgesetzt, dag HCl 
und Na-Athylat in diesen Konzentrationen vdéllig dissoziiert sind, 
haben wir 


pay in 0,001 HCl-Lésung ....... 3,45 
pay ,, 0,001 Na-Athylatlésung . . . . . = pKip— 3,45 


Zweitens wurde das Mittelstiick zwischen pay 3,45 und pay = pK Xp 
— 3,45 mittels einer Reihe von Puffern mit verschiedenen passenden 
pK-Werten gemessen. Die Indikatoren sind schwache Siuren oder 
Basen und haben deshalb ein anderes Umschlagsgebiet in Athylalkohol- 
Benzolmischung als in Wasser, indem sie —- wie andere schwache Sauren 
und Basen ~~ weniger in Athylalkohol-Benzolmischung mit der kleineren 
Dielektrizitatskonstante als in Wasser dissoziieren. Es ist indessen 
nicht méglich, das Umschlagsgebiet fiir einen Indikator in Athylalkohol- 
Benzolmischung im voraus zu berechnen, wenn man das Umschlags- 
gebiet in Wasser kennt. Es war deshalb notwendig, eine grobe Anzahl 
von Indikatoren durchzupriifen; Professor Dr. S. P. L. Serensen hat 
mir mit groBer Liebenswiirdigkeit sein Interesse dadurch bewiesen, 
daB er seine groBe Sammlung von Indikatoren zu meiner Verfiigung 
stellte. Professor Dr. H. Lund tat mir die Gefilligkeit, mir drei Tri- 
phenylearbinole (Nr. 57, 58 und 59) zu iiberlassen. 


Die Sammlung von Professor Serensen plus die Sammlung des 
Seruminstituts zu Kopenhagen umfaBt 210 Indikatoren, von welchen 
sich nur 40 als brauchbar erwiesen. Folgende Indikatoren wurden 


untersucht: 
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Tabelle IIT. 


Indikatorsammlung von Professor Sorensen (AB). 








16. 
17. 
18. 


19. 
20. 


26. 
28. 


30. 


33. 


35. 


36. 


37. 


Indikator pay Farbe Bemerkungen 
o-Tolyl-azo-o-toluidin < 3.5 
Phenyl-azo-diphenyl-amin < 3,5 
p-Tolyl-azo-diphenyl-amin < 35 
benzyl-anilin < 3.5 
o-toluidin 3—4 rot-gelb 
phenyl- 
x-naphthyl-amin < 3,5 
p-Tolyl-azo-phenyl- 
P-naphthyl-amin . 3,5 
Tolyl-azo-anilin 3.5 
p-Tolyl-azo-dimethyl- 
m-phenylen-diamin . 5—8 rot-gelb 
p-Tolyl-azo-x-naphthyl-amin 5—6 violett-gelb 
p-Benzolsulfonsiure-azo- 
z-naphthyl-amin . 4,5—6,3 violett-gelb 
p-Benzolsulfonsaure-azo- 
dimethyl-x-naphthyl-amin 5-6 violett-gelb 
Benzol-azo-x-naphthyl-amin 3.8—5.5 violett-gelb 
Benzol-azo-dimet hyl- 
x-naphthyl-amin . 4.5—5.,7 violett-gelb 
Benzol-azo-x-naphthel . 7—8 velb-rot 
Tropaolin 00 < 3,5 
p-Toluol-azo-benzol- 
ax-naphthyl-amin . 4,5—6 violett-gelb 
Metanilgelb . < 3,5 
Benzol-azo-benzyl- 
x-naphthyl-amin . 4,5—6 violett-gelb 
Beazol-azo-benzyl-anilin < 35 
p-Benzolsulfonsiiure-azo- 
benzyl-anilin nicht gut 
Cyanin : ” ” 
Alizaringriin < 3.5 
Azolithmin ~ ma 
Neutralrot 6,5—8 violett-gelb 
Methylviolett < 3,5 
Kongorot . .. . ” 
Baumwollrot 4B " 
Alizarinsulfsaures Natrium . < 3,5 
Chrysoidin 
Mauvein : " 
Benzol-azo-dimethyl- 
m-phenylen-diamin 
Bittermandelolgriin ~< 3,5 
Methylgriin ; > 11,5 
Benzol-azo-phenyl- 
x-naphthyl-amin ‘: 
Phenolphthalein 12.7—14,3 fbl.-rot 
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Tabelle LIL (Fortsetzung). 
Indikator pay Farbe 
38. Thymolphthalein Be Seta oak i 13—14,7 fbl.-rot 
BY. Alkanin .... Pe ig 10,5—12 rot-blau 
40. Benzol-ezo-anilin . . . . < 3,5 
41. p-Benzolsulfonsiiure-azo- 
anilin 
12. Neutralviolett 
43. Tropaolin 000 . 
44. Rosolsiure é 
45. ee ae ee 6.9—9.5 gelb-violett 
46. p-Nitrophenol 
47. Cochenille =o" 
48. Benzol-azo-iithyl-benzol- 
anilin — 
49. p-Benzolsulfonsiure-azo- 
methyl-anilin 
50. p-Benzolsulfons iure-azo- 
dimethyl-anilin 
51. p-Benzolsulfonsiure-azo- 
athyl-anilin 
52. p-Benzelsulfonsiure-azo- 
diathyvl-anilin 
53. p-Benzolsulfonsaure-azo- 
methyl-diphenyl-amin . . < 3,5 
DA. p-Benzolsulfonsaure-azo- 
m-chlor-diithyl-anilin .. <3,5 
55. p-Benzolsulfonsiiure-azo- 
phenyl-x-naphthyl-amin 
56. Naphthionsiure-azo-diithyl- 
anilin Poet 
57. Benzol-azo-dimethyl-anilin — < 3,5 
DS. Goldorange 18 . 
59. Sudan G.19. 
60. Sudan I. 21 
61. Chrysoidin R.48., 
62. Sudanbraun 64 
63. Tropiolin D.96 
64.  Tropiolin 00-97 ..... 3,5 
65. Tropaclin O—101 . . . 
66. Tropaolin 000—2—108 . 
67. Ponceau 4. G. B. 23 
68. Orseille-Ersatz V— 33 
69, Alizaringelb R. 37 
70. Prager Alizaringelb G. B. 38 . 
45 Brillantorseille C. 39 
72. Wollviolett 8.40. . 
738. Acridinorange R. Extra 506 . 


AlizarinblauS. ...... 6,5—8 rot-blau 
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10 
10 
10 
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Tabelle III (Fortsetzung). 





en Indikator pay Farbe Bemerkungen 
75.  Pyrogallolphthalein . . . nicht gut 
76. Naphtholbenzein a... : a ” 
oe. || Reomthin gg wk kk e 

78. Helianthin IT . . . = erie Fe 
79. Kehtrot 4A 
oe 1 SO. 6 ee ee > 15 
S1. CS - - 
82. Azosiureblau 
83. Chrysamin G, 
84. Eechtgelb 
SD. Gelbliches Eosin. . 2... 
86.  Methylenblau 
87.  Kosinmethylenblan . . . . . 
SS. Dc. 4) 3d) b> asl Skee < 35 
89. Sturefuchsin .... . 3 > 15 
90. =Anilinblau (Poirrier C.4.B) . > 11,5 
91. Nicholsonblau . . 2... 11—12 blau-rot 
92. Baumwollblan BB. 2... 11—12,5 blau-rot 
93. ae ee Ps 
O64. | Neutralrot ........ 6.5—8 violett-gelb 
95. Phenylneutralblan . . . . " - 
96. Tetrabrom phenol-phthalein 
97. Gentianaviolett 
98. Hiamotoxylin Whe ar ve eee 9 


99. = Safranin 

100. Himatein . eo 
101. =Diazo-amido-benzol 
102. Naphthol-phthalein 


103. Benzopurpurin Ea ee ee re = 
104. Bismarckbraun . ..... - = 
105. Fluorescein 
106. | Bordeauxrot ....... ‘ F 
107. Viktoriagelb ......- a = 
108. Diazo-anthranilsaure- 

z-naphthyl-amin oo... . 7-11 violett-gelb 


109. Diazo-anthranilsiure- 
trinitro-naphthol 


110. eae eee : . 
111. Indigo-tetrasulfonat > eae ie 
112. Indigo-disulfonat — . ee - ee 
113. o-Kresol-indo-phenol 
114. 1-Naphthol-2-sulfonat- 

indophenol — 
115. 1-naphthol-2-sulfonat- 

indo-3-5-dichlorphenol . . 6,5—9,5 rot-blau 


116. 2-6-Dichlor-3-methyl-indo- 
ee ee ee 6,5—8 rot-blau 
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Tabelle IV. 


O. M. Henriques: 





Indikatorsammlung des Seruminstituts (AB). 





40 
43 


46 


Indikator pay Farbe 
Alkaliblau . . . . Sor 9 11.5 blau-fbl. 
Anilinblau al te eee 11.3 
Anilingelb 


Aurantia. 

Benzo-Azurin G. 

Bismareckbraun 

Bordeaux rot 

Curcumein . 

Cyanin . 

Fruchtblau . 

Phloroglucin 

re < 35 
Gentianablau. . . . . 10.2 11.3 
Gentianaviolett . : -11 
(Guineagriin 

Hamalun 

Helianthin 

Indigo . 

Indigesin 


blau-violett 


ve 


Indulin : 
Jenners Stain ..... 5—S8 blau-rotviolett 
Se ee ee 5—8 fhl.-rot 


Carmin I 
Carminsaure 


OS 10 11 gelb-rot 
Chromogen . pera Me 

Leishmans Farbe . . . . 7—85 blau-rot 
Lichtgrian 

Magentarot 


Malachitgriin . 
Martius-gelb. 2. 2... 
May-Gritwvalds Farbe . 7— 5 
Naphtholrot 

Nigrosin . 

Orange G 

Orcein . 

Patentblau . 
Pikrokarmin 

Purpurin. 

Pyronin 

Rosanilin 

Rosolsaure 

Rubin 8. . 

Safranin . 

Scharlach R. 

Sudan III 


blan-rot 


Thionin, Ehrlich . . . . 9.5— 11.5 blau-rot 
Tolnidinblau 9,5 — 11.5 blau-rot 
Wollschwarz 

Wasserblau 

Vesuvin 

Pikrinsaure ee ‘ <35 

Athylgrin ....... < 35 


Alizaringriin B 
Poirierblau . 


Bemerkungen 


nicht gut 





an et oF «0h @2t oh 2S 2 as oe a oe 


fw 





Basentitrimetr. Mikrobest. in nichtwiasserigen Losungsmitteln. J. 


Tabelle IV (Fortsetzung). 
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81 


87 


89 
90 
91 
92 
93 


Indikator 


Indigokarmin . 

Lunds Pentamethoxy- 
triphenyl-carbinol 
(2.4.2'.4'. 4") 

Lunds Hexa-methoxy- 
triphenyl-carbinol 
(3.4.05 2 2 t). 

Lunds Hepta-methoxy- 
triphenyl-carbinol 
4.6.79 ..8.2" .4") 

a-Dinitro-phenol 

3-Dinitro-phenol 

Jodgriin 

Athylviolett 

Mauvein 

Eosin, rot 

Tropaolin 00 

Athylorange 

Methylorange . 

Bromphenolblau . 

Bromkresolgriin . 

y-Dinitrophenol . 

Methylrot 

Chlorphenolrot 

p-Nitrophenol . 

mi- * ° 

Bromphenolrot 

Bromkresolpurpur . 

Bromthymolblau 

Phenolrot 

Kresolrot . 


m-Kresolpurpur 


Tymolblau 


Kresolphthalein . 
Phenolphthalein . 
Thymolphthalein 
Salicylgelb 
m-Alizaringelb 
p- ” 
Trophaolin © . 
Nilblau 


Saurefuchsin 


Crocein , 


ae 
3.25 — 3.9 

« 8&5 

oe 

—oO 


9.2 — 11.9 
10,2 — 12,2 


12 —14 
12,6 — 14 
12.4 — 14 
4.6 5.3 
12.6 — 14.3 
4.6 5.3 


12.6 14.3 
1Z,4 14.3 
12,7 — 14,3 
138 — 14,7 


Farbe 


fbl.-violett 


fbl.-rot 


gelb-blau 


gelb-blau 


gelb-blau 
gelb-blau 
gelb-blau 
gelb-rot 
gelb-rot 
rot-gelb 
gelb-blau 
rot-gelb 
gelb-blau 
fbi.-rot 
fbl.-rot 
fbl.-blau 


blau-rot 


Be 


nicht ig 


ut 


merkungen 
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Folgende Basen und Sauren wurden untersucht: 


Tabelle V. 
Angewandte Sauren und Basen. 


1 HCI. 


Dimethyvlanilin (schlecht haltbar in Lésung). 


te 


a 


Pyridin. 

4. Anilin. 

» Oxalsiure (schlecht losliche Salze). 
6. Phthalsaure (schlecht losliche Salze). 
7. Phosphorsiiure (schlecht lésliche Salze). 
8. Clyein I. 

9 Salicylsiure. 

10. Trimethylamin. 

Il. Essigsaure. 

12. Stearinsaure (schlecht lésliche Salze). 
13. Kakodylsiure. 

14. Crlyein TT. 

15. Natriumiathylat. 


Die Titrierungskurven dieser Basen und Sauren in m/1000-Konzen- 
trationen in Athylalkohol-Benzolmischungen wurden mittels m ‘10 HC! 
und Na-Athylat in kauflichem absolutem Athylalkohol erhalten. Da 
die Athylalkohol-Benzollésungen m 1000 in bezug auf NaCl waren, 


» 


variierte die Lonenstarke von 0,001 bis 0,002 und pf somit von 0,32 
bis 0,45. 


Teehnik. 


Wenn man alkoholische HCl oder Natronlauge als Titrierfliissigkeit 
hbenutzt, so ist es nicht modglich, mit Biretten zu arbeiten, bei denen eine 
Hahnvorrichtung zwischen Skalastiick und Biirettenspitze eingeschaltet 
ist. Um die Vorteile der abstufbaren Biirettenabmessung doch zu bewahren, 
kann man die Titrierfliissigkeit durch eine eingeteilte Pipette vermittelst 
Quecksilbers treiben (Krogh, Rehberg, Widmarck und Orskov, Linderstrem- 
Lang und Heinz Holter). Fiw grébere Titrierungen (l0¢mm als kleinste 
Kinteilung kann man ganz einfach einen Glashahn auf eine gew6éhnliche 
eingeteilte Pipette aufblasen, so dal die Skala zwischen Spitze und Hahn 
sitzt. Fur feinere Titrierungen (lc@mm) oder weniger als kleinste Ein 
teilung) wird aber der schadliche Raum zu gro, so daB die Titrierfliissigkeit 
Neigung zeigt, nach SchlieBung des Hahnes weiterzulaufen. 


Nach mehreren Vorversuchen mit verschiedenen Modellen erwies es 
sich am einfachsten, sichersten und schnellsten, die Abmessung der Titrier- 
fliissigkeit als eine gew6hnliche Pipettierung vorzunehmen. Auf der Spitze 
einer” kalibrierten, geeichten  Wapillarpipette wurde ein Thermometer- 
kapillarrohr angeblasen, und die Pipettenspitze wurde S-formig gebogen, 











Th, 


32 
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<o daB das Skalenstiick in einem Winkel von etwa S0® zu der senkrechten 


Thermometer kapillare steht (Abb. 4). 


Der S-f6érmige Haken dient als Stitzpunkt wahrend der Pipettierung 


Je nach dem Zweck der Titrierung 
kann man WKapillarpipetten mit 1 bis 
®.lemm Einteilung benutzen. 

Abb. 5 gibt die ganze Titrieranord- 
nung wieder. Ein hélzerner, 80. 20.4 ¢m 
groBber, schwarzgebeizter Klotz ist) mit 
weiberm Gummi belegt: aut ihm = sind 
zwei Sem lange Stiicke Rundmessing 
angeschraubt. und diese sind mit einem } 
Querlauf versehen. Auf dem Querlaut 
sind montiert: 

a Zehn gebogene Praparatyvlashalter aus 


kleinen Messinggewicht und GurmmiistOpsel fin 





Abb. 5. Die Titrieranordnung 


Messingdraht 
das Komy arate 
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b) Kin Glasrohr mit zehn Grlashihnen; auf den Hahnen sitzen kleine 
Stiickchen) Gummischlauch mit doppelgebogenen Pasteur-Pipetten, so 
dab die Kapillaren als federnde Stiitzen fiir die Praparatglaser wirken und 
den Claswanden entlang festgeklermmt sind, ohne in Lumen einzureihen, 
wodurch die kolorimetrische Vergleichung erschwert wiirde. 

¢) Ein gummibekleideter Messingarm, der als Gestell fiir die Pipetten 
bestimmt ist, wenn diese nicht im Gebrauch sind. 

Als TitriergefaBe dienen 14.160mm Jenaer Praparatgliser ohne 
Kragen. Auf den Boden der GefaBe wird 0,1 com der zu untersuchenden 
wisserigen Losung abpipettiert, indem man daftir Sorge tragt, dab die 
Losung ungetahr n/10 in bezug auf Salz ist, falls man eine Titrierungskurve 
ausarbeiten will; ist der Zweck lediglich, den Endpunkt einer Titrierung 
zu erreichen, so spielt die Tonenstarke nur eine kleinere Rolle. © Zu 
0,1 cem wiisseriger Losung gieBt man 10 ccm einer Mischung von 4 Teilen 
kaiuflichem absoluten Alkohol (99,8 °,ig) + 6 Teilen Benzol, die saure- 
und basefrei sein muB, sowie 2 Tropfen einer absoluten alkoholischen 
0,4°/oigen Indikatorlésung. 

Das Praparatglas wird am Gummideckel angebracht, so daB eine 
Pasteur-Pipettenspitze im Glas festgeklemmt ist. Mittels eines elektrischen 
oder Gummiballongeblases treibt man einen gelinden Luftstrom durch 
einen Natronkalkturm und einen Caleciumchloridturm in kleinen Blasen 
durch die Fliissigkeit. Hierdurch wird die Fliissigkeit gut gemischt und 
von CQO, befreit. Nach 10 Minuten Liiftung beginnt die eigentliche Titrierung ; 
das Durchblasen wird wiahrend der ganzen Titrierung fortgesetzt. 

Links unten steht eine 100 cem-Erlenmeyer-Flasche mit Quecksilber- 
verschluB und Pipette; in dieser befindet sich die m/10 Na-Athylatlésung 
aufbewahrt. Vor der Titrierung werden etwa 2ccem der Lésung in eines 
der kleinen Praparatglaiser in dem kleinen hélzernen Klotz abpipettiert : 
diesen Praparatglisern dienen aufgeblasene Glasstibe als FiiBe. Aus dem 
Glas wird die Lésung schnell in die Pipette gesaugt, wobei das Natron- 
kalkrohr rechts zwischen Mund und Pipette eingeschaltet ist, um CO, aus 
der Respirationsluft zu vermeiden. Man lat die zuerst aufgesaugte Portion 
auf Baumwolle auslaufen, saugt wieder auf, laBt auslaufen, saugt auf und 
schlieBt die Miindung mit dem Finger. Nun wird der kleine Klotz so dem 
groBen Klotz entlang geschoben, daB der auf jenem aufmontierte, gummi- 
bekleidete Messingarm schief vor dem zu benutzenden Glas steht. Die 
Spitze der Pipette wird in das Glas getaucht, so daB der S-f6rmige Haken 
der Pipette auf dem Messingarm ruht und die Pipettenspitze sich der Glas- 
wand anschmiegt. Man laBt die Titrierlésung langsam abflieBen, bis die 
gewiinschte Indikatorfarbe erreicht ist. Die Ablesung ist leicht und schart. 
Neben dem TitriergefaB stehen Komparatorgliser mit demselben Indikator 
und geeigneten Pufferlésungen. 

Nach der Titrierung laBt man die Na-Athylatlésung ablaufen, spiilt 
die Pipette mit alkoholischer HCl und stellt sie in das Gestell links oben 
mit der Spitze in alkoholische H Cl. 

Alle Glaser miissen sehr sorgfaltig gereinigt werden; erst werden sie 
mit Leitungswasser gespiilt, dann gewaschen in 1. etwa 5%iger Salzsaure. 
2. in Sodawasser, 3. in Leitungswasser, 4. in etwa 5° iger Salzsiure und 
endlich in destilliertem Wasser gespiilt und getrocknet. 

Die Indikatoren werden zu 0,4°/o) in kauflichem absoluten Alkoho! 
gelést; diese Lésungen stehen in 30cem Indikatorflaischchen mit ange 
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schliffenen Pipetten und Gummiballonen. Zu 10,lcem Athylalkohol-Benzol- 
mischung werden | bis 2 Tropften Indikator benutzt, d.h. die Loésungen 
werden 10-° bis 10-® in bezug auf Indikator. 

Wahrend der Titrierung steht das Praparatenglas auf weiBem Grund 
(ein Stiick Papier), und die Farbenanderungen sind leicht wahrnehmbar, 
besonders am Meniskus. Die zu vergleichenden (rlaser stehen, wie angefiihrt, 
daneben. 

Versuche, 

In eine Reihe von Praparatenglésern wurden 10 cem Athylalkohol- 
Benzolmischung abpipettiert und die in Tabellen VI bis VII genannten 
Dosen von HCl und Na-Athylat sowie NaCl und Wasser; Saéure und Base 
waren in kauflichem absoluten Athylalkohol gelést, das Salz in Wasser 
gelést, alle zu m/10 Konzentration. Samtliche Glaser enthielten somit 
etwa 1,3°, Wasser und hatten eine lonenstarke von 0,001 bis 0,002. In 
den Tabellen sind ferner die pay-Werte sowie die Farben der geeigneten 
Indikatoren angegeben. 

Abb. 6 zeigt diese Festlegung der Endstiicke der pay-Skale. 
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Abb. 6. 


Die Festlegung der Endpunkte der pa,y-Skale in AB. 


Um das Mittelstiick der pay-Skale festzulegen, wurden folgende 
Versuche angestellt: In eine Reihe Praparatengliser wurden 10 ccm Athyl- 
alkohol-Benzolmischung abpipettiert + 0,lcecm m/10 wiisseriger Na(Cl- 
Lésung + 0,1 com m/10 Pufferséure oder Pufferbase, in kauflichem absoluten 
Athylalkohol gelést (Pyridin, Anilin, Salicylsiure, Trimethylamin, Essig- 
siure, Kakodylséure). 

Ferner wurde eine Reihe mit 10cem Athylalkohol-Benzolmischung 
+ 0,leem wisseriger Glycinlésung nach S. P. L. Sérensen  hergestellt. 

Erst wurden die Lésungen von Pyridin, Anilin und Glycin I untersucht ; 
sie wurden mittels nachstehend genannter Indikatoren mit den HCl- 
Lésungen und miteinander in der Weise verglichen, daB den verschiedenen 
Glasern verschiedene Mengen m/10 Na-Athylat- oder H C]l-Lésung aus der 
Pipette zugesetzt wurden. Danach wurden die Lésungen von Anilin, 
Glyein I und Salicylséure verglichen, darauf Glycin I, Salicylsiure, Tr- 
methylamin und Essigséiure und endlich Trimethylamin, Essigsaure. 
Kakodylséure und Glycin II teilweise miteinander und zum Teil mit den 
reinen Na-Athylatlésungen. 

Die pay-Werte sind also alle in Relation zu pay in den m/1000- 
HCl-Lésungen angegeben, und somit ist die ganze pay-Skala festgelegt. 
Alle pay-Werte der Tabellen sind mittels Debye-Hiickels Formel sowohl 
fiir Puffer als Indikator korrigiert worden. 
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Tabelle VIII. 


u 0,001 bis 0,002. 


m 1000 Pyridin. 


0.32 bis 0,45. 





ecem nolo 


Indikator alkohol. 
HCl 


Lund I (Penta) 0 
0,07 


Naphtbylrot 0 


0.008 


0.01 
0.04 
0,08 
Naphthylgelb 0 
0.01 
0.04 
Thymolblau 0 
0.005 
0,02 
Lund II (Hexa) 0 
0,005 


0,015 
Rosin 0 
0.002 


Bromphenolblau 0) 
0,002 


Tabelle IX.) m 
uw 0.001 


Farbe 


farblos 
Schimmer 


gelb 


orangerot 


rotorange 
violettrot 
violett 


gelb 
rot 
violett 
gelb 
Schimmer 
rot 


farblos 
Schimmer 


lila 


rot 
schwach 
blau 
gelb 


bis 0,002, 


Indikator- 
korrek- 
tion 


+ 0,04 


+001 


+ 0.01 
0,05 
0,10 


— 0.01 
— 0,05 


0.01 
0.03 


+ O01 


0.02 


1000 Anilin. 


Berech- 
net 
vn 


3,92 


| 

| 
5,36 
| 
5,27 
4.50 
3,89 


5,25 | 
4,50 | 
5,56 
4.89 


5,58 


5,12 


0,32 bis 0,45. 


Bemerkungen 


Cl O03 
pay 3,88. 
Anilin 0,093 
pay 3.8%. 
Glyein I 0,09 
pay 5,47. 
Anilin 0,032 
= pay 5,40. 
Anilin 0,038 
py 5,31. 


Anilin 0,042 
py 5,20. 

Glyecin 1 0,095 
pay 5.14 


Anilin 0,065 
pay 4.84. 


Anilin 0,05 
= pag 5,12 
Glyein I 0,095 


” 


poy 5,22. 





ecm n 10 
alkohol. 
HC 


Indikator 


Lund I (Penta) 0 
0,093 


Naphthylrot 0 


0,032 


0,038 
0.05 
0,08 
0,09 
Naphthylgelb 0 
0,01 
0,02 


0,042 
0,07 


Farbe 


fl. 


Schimmer 
gelb 


orangerot 


rotorange 
rot 
violettrot 
violett 


gelb 
gelborange 
orange 
rot 


violett 


Indikator- 
korrektion 


+ 0,12 


+ 0.04 


+ 0,05 
+ 0,07 
L O10 
+ 0,12 


— 001 
~ 0.03 


- 0,06 
0.09 


Berech- 


net 
pay 


4.00 


5,40 


| 
| 
| 
| 


531 


5,20 


Bemerkungen 


Cl O38 
pay 3.88 
Pyridin 0,07 


py 3,92. 
Glycin 1 0,09 

pay 5,47. 
Pyridin 0,008 

Pilly 5,36. 
Pyridin 0,01 


P On o,24 


Pyridin 0,01 
= pag 5.25. 
Glyein I 0,095 
pay 5,14. 
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Tabelle IX (Fortsetzung). 





eem n/10 Indikat Berech- 
Indikator alkohol. | Farbe se . eee net Bemerkungen 
HCI orrektion pay 
Thymolblau 0 gelb 
0,025 Schimmer - 0,03 
0,065 rot — 0,08 584 Pyridin 0,02 
: pty oS 
Lund II (Hexa) 0 fl. 
0,02 Schimmer + 0,03 5,65 Glycin I 0,08 
pay 5,72 
Pyridin 0,015 
= 5 ‘ - » ae = pay 5,12 
0,09 lila + 0,04 5,12 | Glycin I 0.095 
Kosin 0 rot om Pty Ss. 
0,002 tl. 
Bromphenolblau 0 blau 
0,002 gelb 


Tabelle X. 
m/1000 Glycin lL. u 0.001 bis 0,002% pf 0,32 bis 0.45? 








cem n/10 | Indikator- | Berech- 
Indikator alkohol. Farbe korrek- net Bemerkungen 
HCl | tion pay 
Lund I (Penta) 0 tl. 
0,1 fl. + 0,13 
0,11 Schimmer + 014 
Naphthylrot 0 gelb 
0,07 Schimmer Pyridin 0,008 
F P — = pag 5.36 
0,09 orangerot + 0,12 5,47 | Anilin 0,032 
0,095 rot + 0.12 = pay 5,40. 
0,1 violett + 0,13 
Naphthylgelb 0 gelb 
0,08 orangerot — 0,10 Pyridin 0,01 
i oe = pay §,25 
( : 9 
0,095 rot — 0,12 5,14 Anilin 0,042 
0,1 violett — 0,12 7 ey 
Thymolbiau 0 gelb 
0,09 Schimmer 
0.1 rot 
k Lund II (Hexa) 0 fl. 
i 0,8 Schimmer + 0,10 5,72 Anilin 0,020 
A = pag 5,65. 
5) Pyridin 0,015 
= " 9 9 a pay oo 
0,095 lila + 0,12 5,22 l Anilin 0.05 
= pa 5,12 
Kosin 0 rot Hii 
0,005 schwach — 0,01 7,60 Salicylsiure 0,01 
= p Ag 7,60. 
0,01 Schimmer — 0,01 7,35 Salicylsiure 0,005 
0,035 fl. — 0,05 = pay 7,35. 
Bromphenolblau 0 blau 


0,005 gelb 
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Tabelle XT. 
m/1000 Salicylsaure. 


pi 0.32 bis 0,45. 


bis 0,002, 
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Indikator 


Lund IT (Hexa) 


Eosin 


Bromphenolblau 


Bromkresolgriin 


Bromphenolrot 


Nilblau A 


Bromkresol- 
purpur 


ecm n/10 


alkohol. 
NaOH 


0.08 


0,09 
0 

0.05 
0,09 


0,095 


0,097 
0.1 

0 
0,05 
0,08 
0,098 
0,10 
0 
0,095 
0,102 


0 
0,095 
0,10 

0,103 
0,104 


Farbe 


fl. 


Schimmer 


schwach 


rot 
gelb 
gelbgriin 
gringelb 


gran 


blaugriin 
blau 
gelb 
gelb-gelbgriin 
gelbgriin 


grin 


blaugriin 
blau 


gelb 
gelb-gelbgriin 
hellgriin 
griinblau 
blau 
blau 
” 
rot 
gelb 
griin 
blaugriin 
blau 


Indikator- 


korrek- 
tion 


001 


0.01 
0,03 


— 0,01 
0,01 
0,07 


— 0,10 


— OSs 


0,07 
0,12 


0,13 


—15 
— 0,13 


— 0,07 
— 010 
- 0,13 
0.13 


ms EAS 


0,13 


0,13 
013 
0,14 
0,14 


Berech- 
net 
p On 


‘ 
<< 
- 
ran 
> 
—— 


Bemerkungen 


Glyein 0,01 
= pay 7,35. 
Glycin I 0,005 
= pay 7.60. 


Trimethylamin 0,008 
pay 8.48. 
Trimethylamin 0,032 

= pay 9.00. 


Essigsiure 0,005 
= pay 9,00, 


Trimethylamin 0,05 
= pay 9,20. 


Trimethylamin 0,07 


= pay 9,57. 
Essigsiure 0,013 
= pay 9,59. 


Trimethylamin 6,02 


= pay 8,98. 
Essigsiiure 0,005 
pay 8,99. 
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Tabelle XIT. 
m/1000 Trimethylamin-HCl. 
pl 0,32. 


u 0,001. 





Indikator 


Lund II (Hexa) 
Kosin 


Bromphenolblau 


Bromkresolgriin 


Bromphenolrot 


Nilblau A 





Bromkresol- 
purpur 


ecm n/10 
alkohol. 
NaOu 


0,005 
0,008 


0,01 
0,032 


0,05 


0,01 


0,05 


0,07 


0,08 
0,09 
01 


0,095 
0,101 


0,09 
0,095 
0,103 
0,104 


Farbe 


schwach 
rot 


gelb 
griingelb 

grun 
griinblau 


blaugriin 


blau 


gelb 


Schimmer 


gelbgriin 


dunkelgriin 


griinblau 
blaugriin 


blau 


gelb 
schlecht 
blau 


rot 


gelb 
hellgriin 
blaugriin 


blau 


Indikator- 


korrek- 
tion 


Berech- 
net 


pag 


Bemerkungen 


Salicylséure 0,05 


=p ay 8.55. 


Salicylsiure 0,08 


= pay 9,10. 


Essigsiiure 0,005 


Pay 9,00 


Salieylsiure 0,09 


= p + 
pay 41. 


Essigsiiure 0,010 


= pay 9,00. 


Salicylséure 0,095 


= pay 9,70. 


Essigsiiure 0,013 


9.59 


p ln 


B: 
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Tabelle XITI. 
m/1000 Essigsaure. 


U 0.001 bis 0,002. pf 


0,32 bis 0,45. 





ecm n10 Indikator- Berech- 
Indikator alkohol. Farbe korrek- net Bemerkungen 
NaOuH tion Pay 
Eosin 0 rot 
Bromphenolblau 0 hellgriingelb 
| Salicylsdéure 0,08 
0,005 blaugriin — 0,01 9.00 Pay 9,10. 
Trimethylamin 0,05 
p4g 9.00 
Bromkresolgrin () gelb 
{ Salicylsdure 0,08 
: 9 , pay 9,41. 
0,010 gelbgriin ~ 0,02 9,31 Trimethylamin 0,05 
= pay 9,29. 
0.013 griin 0,02 9.59 Trimethylamin 0,07 
= pay 9,57. 
0,03 dunkelgriin — 0,04 9,84 Stearinsiure 0,008 
ss 1g, 9,81. 
0,05 griinblau — 0,07 —_ 
0,08 blaugriin 0,10 
0,097 blau — 0,13 
Bromphenolrot 0 gelb 0 
Salieylsiure 0,08 
ina “ = py 9,08. 
0,005 hellgriin — 0,01 8,99 Trimethylamin 0,02 
pay 8,98. 
0,01 griin 0,01 
0,03 dunkelgriin — 0,04 9,84 Stearinsiiure 0,008 
= pay 9,81 
{ Kakodylstiure 0,008 
0,06 granblau 0,08 | 10,40 = Pty Ee 
Glycin II 0,008 
0,08 blaugriin 0,10 = pay 10,33. 
0,1 blau 0,13 
Nilblau A 0 blau 
0,05 + 0,07 
0,06 blauviolet + 0,08 
0,07 rotviolet + 0,09 
0,09 rot + 0,12 
Bromkresol- 0 gelb 
purpur 0,045 griin — 0,06 
0,09 blaugriin 0,12 
0,105 blau 0,13 
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Tabelle XIV. 
m/1000 Kakodylsaure. 
u 0,001 bis 0.002. pf 0,32 bis 0,45. 








ecm n/10 


Indikator- Berech- 


Indikator — Farbe — Pte Bemerkungen 
Eosin 0 rot 
Bromphenolblau |) 0 griin 
0,002 blau 
Bromkresolgriin | 0 gelbgriin 
0,005 griinblau — 0,01 9.65 Stearinséure 0,02 
= pry 9.67. 
0,02 blaugriin —0,03 10,72 Glycin II 0,01 
: = pay 10,70. 
0,07 blau 0,09 
Bromphenolrot 0 hellgriin 
0,008 griinblau —0,01 10,33 Essigstiure 0,06 
= pag 10,40. 
0,022 blaugriin —0,03 10,80  Glycin II 0,01 
0,06 blau-blaugriin — 0,08 oy 
" _— Glycin IT 0,06 
0,08 blau 0,10 11,88 ye po °: J 
Nilblau A 0 blau 
0,005 Schimmer + 0,01 
0,010 blauviolett + 0,02 
0,015 rotviolett + 0,03 
0,05 rot + 0,07 
Bromkresol- 0 gelb 
purpur 0,01 griin 
0,03 griinblau — 0,04 
0,07 blaugriin 0,09 
0,09 blau — 0,12 
Bromthymolblau | 0 gelb 
0,07 gelbgriin 
0,1 griin 
0,12 blau 
Phenolrot 0 gelb 
0,1 e 
0,12 rot 
Phenolphthalein)) 0 schwach 
0,13 rot 
Kresolrot 0 gelb 
0,12 violett 
Thymolblau 0 gelb 
0,14 blau 


Bro 


Bi 


Bron 


I 


Pher 


Th 


Bi 
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Tabelle XV. 
m/1000 Glyecin II. 
pf 0.37 bis 0,45? 





Indikator 


Bromkresolgriin 


Bromphenolrot 


Nilblau A 


Bromkresol- 
purpur 


Bromthymolblau 


Phenolrot 


Phenolphtbalein 


Kresolrot 


Thymolblau 


Biochemische Zeitschrift Band 260. 7 


eem n/10 
alkohol. 
NaOH 
0, 
0,01 


0.04 


0,003 


0,01 
0,06 


0 
0,005 
0,008 
0,03 


0 
0,005 
0,02 
0,04 
0,07 
0 
007 
0,09 
0,11 
0,12 
0 
0,12 


) 
0,13 


0 
0,12 


} 
0,14 


Indikator- Berech- 


Farbe korrek- net Bemerkungen 
tion pay 
grin 
blaugrin — 001 970 Kakodylsaure 0,02 
=3 pay 9.72 
blau — 0,05 
run 
“ | Kakodylsaure 0,008 
; - = pay 10,33. 
griinblau — 0,01 10,33 Essigsiure 0,06 
= pay 10,40. 
blaugriin 0,01 10,78 Kakodylsaure 0,022 
= pay 10,80 
blau 0,08 11.86 Kakodylséure 0,08 
= pag 11,88. 
blau 


blauvioclett 
rotviolett 


rot 


gelbgriin 
griin 

grinblau 

blaugriin 


blau 


gelb 
gelbgriin 

grin 
blaugriin 

blau 


celb 
rot 
schwach 
rot 
gelb 
violett 


gelb 


blau 














” 


™ Mo/ Na-Athylat ro Liter 
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Tabelle XVI. 


m 10OU Stearinsaure. 











a 0,001 bis 0,002. pf = 0,32 bis 0.45. 
cem nj10 Indikator- Berech- 
Indikator alkohol. Farbe korrek- net Bemerkungen 
NaOH tion pag 
Eosin 0 rot 
Bromkresolblau i) griin 
0,005 blau 
Bromkresolgriin 0 gelb-gelbgriin 
0,005 grin — 0,01 
0.008 dunkelgriin — 0,01 9.81 Essigsdure 0,033 
= pag Mae 3 
0,02 griinblau — 9,03 9,67 Kakodylsdure 0,005 
= pag 9,65. 
Brom phenolrot 0 gelb-gelbgriin 
0,008 griin — 0,01 9.81 Essigsaéure 0.03 
0,02 dunkelgrin — 0.03 = Peg 
0.05 griinblau — 0.07 
0.07 blaugriin — 0,09 
0,098 blau — 0,13 
Nilblau A 0 blau 
0,03 . 
0.04 blauviolett 
0,05 rotviolett 
0.098 rot 
Bromkresol- 0 gelb 
purpur 0.03 grin 
0.09 cranblau 
0,095 blaugriin 
0,105 blau 
" 
08} 
ab - 
Q¢} 
g2}—~ 
| u = 
0 7 2 Ty 5 Bw 





Abb. 7. 
Die Titrierungskurven (Pufferkurven) einiger schwachen Sa&uren und Basen in AB 


Aus den Tabellen und den Hauptkurventafeln in Abb. 6 bis 
geht hervor, daB wir hier fiir die Athylalkohol-Benzol-Wassermischung 
AB eine Reihe von Puffern und Indikatoren haben, die das gan 
pan-Gebiet deckt, in welchem Titrierungen in der Praxis vrorkommen 
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Das System entspricht somit ganz den kolorimetrischen Systemen 
von S. P. L. Sérensen, M. Clark und L. Michaelis fiir Wasser. Das 
System gibt die notwendige allgemeine Grundlage fiir basimetrische 
Mikrotitrierungen in Athylalkohol-Benzolmischungen mit allen ihren 
oben genannten Vorteilen, sowie fiir die Bestimmung von Ionisations- 
konstanten in Athylalkohol-Benzolmischung. 
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Abb. 8. 
Die Umschlagsgebiete einiger Indikatoren in AB. 
(Die Zahlen beziehen sich auf die Tabelle IIL.) 


Alle pay-Werte sind in Relation zu dem Wert m 1000 HC! 
m 1000 NaCl = pay 3,45 angegeben; die Werte iiber pay 13 
sind unsicher, also auch der Wert fiir pA 4, — 18,25: durch minimale 
Mengen von CO, werden diese namlich zu niedrig ausfallen. Fiir die 
Praxis bedeutet dies aber nur wenig, da man die Titrierungen immer 
zwischen pay 3,45 und 13 vornehmen wird. 
Als Beispiel sei im folgenden eine Titrierung von Aluminiumchlorid 
in Wasser und Athylalkohol-Benzolmischung angefihrt. 


Beispiel einer Titrierung. 

Wenn eine starke Saure, wie HCl, einer Lésung von Ammoniak 
zugesetzt wird, addiert das Ammoniakmolekiil cin Wasserstoffion 
unter Bildung eines: positiv geladenen Ammoniumions 

NH, + H+ —> NHj, 
das mit dem Saurerest das Salz Ammoniumchlorid bildet. 

Wenn eine starke Saure, wie HCl, einer Lésung von Anilin oder 
Chinin zugesetzt wird, addiert das Anilin- oder Chininmolekiil ein 
Wasserstoffion unter Bildung eines positiv geladenen Anilinium- oder 


Chininiumions 


.Anilin-NH,** — H+—» ,.Anilin-NH;* 
.Chinin-N** H+ —,,Chinin-NH*", 
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das mit dem Séurerest das Salz Anilinium- oder Chininiumchlorid 
bildet; der gewéhnlichen Nomenklatur gemaB werden diese Salze 
indessen Anilinhydrochlorid und Chininhydrochlorid genannt: 

Anilin -+- HCl — Anilin-H Cl, 

Chinin + HCl — Chinin-H Cl. 


Wenn ein Aquivalent einer starken Saure, wie HCl, einer (kolloiden) 
aiquimolaren Lésung von Aluminiumhydrat 


/OH 
Al. OH 
OH 
zugesetzt wird, addiert das Aluminiumhydrat ein Wasserstoffion unter 
Bildung eines einfach positiv geladenen ,,primaren Aluminiumhydrat- 
baseions 
OH, 
Al—OH . 
OH 


Wird noch ein Aquivalent Saure zugefiigt, so addiert sich noch ein 
Wasserstoffion unter Bildung eines zweifach positiv geladenen ,,sekun- 
dairen* Aluminiumhydratbaseions 


OH3 

Al—OH}- 

OH 
Wird ein drittes Aquivalent Saure zugefiigt, so addiert sich ein 
drittes Wasserstoffion unter Bildung eines dreifach positiv geladenen 

,,tertiaren‘’ Aluminiumhydrat-baseions 

OH} 

Al” OH: 

OH; 

- Wird ein Aquivalent einer starken Base, wie NaOH, einer (kolloiden) 
aquimolaren Lésung von Aluminiumhydrat zugesetzt, spaltet das 
Molekiil ein Wasserstoffion ab unter Bildung eines einfach negativ 
geladenen ,,primaren‘* Aluminiumhydrat-saureions 

O—+H 
Al--OH usw. 
SOH 

Es besteht somit die theoretische Méglichkeit fiir die Bildung der 

folgenden Salze: 


Al(OH), . (OH,).Cl = Al. O. Cl. (H,O), - aqn 
Al(OH) . (OHs)». Cly = Alp. O. Clg. (H2O); - aqn 
| Al(OH,), . Cl, Al. Cl, . (H2O), . aqy 
Al(OH),O . Na Al. O, . Na(H,O) . aqn 
Al-Hydratsaure = Al(OH).O,. Na, = Al,.O;. Nay. (H2O) . aqn 
| AlO, . Na, = Al. O,. Na, .aqn 


Al-Hydrat base 
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je nach der Wasserstoffionenaktivitat der Lésung, da man jeder der 
Dissoziationsstufen ihre eigene charakteristische Dissoziationskonstante 
zuschreiben muB. Die drei Basestufen und die erste Saurestufe liegen 
indessen einander so nahe (ganz wie z. B. die der Citronensiure und im 
Gegensatz zu z. B. derjenigen der Phosphorsaéure), daB die Titrierungs- 
kurven der einzelnen Stufen einander ,,iiberlappen**. Die innere Salz- 
bildung, die verschiedene Léslichkeit der einzelnen Molekilarten und 
die kolloiden Phinomene machen die Isolierung der einzelnen Salze 
schwierig. 

Es ist nicht leicht, eine Titrierung von Al (OH), mit HCl durchzu- 
fiihren, wenn man viele Zwischenstufen notieren will; eine solche 
stufenweise Titrierung von AlCl, .6H,O mit NaOH ist dagegen leicht 
auszufiihren. 


In Tabelle XVII und Abb. 9 sind die Resultate der Titrierung 
einer mMol-wasserigen Lésung von Al (OH,),.Cl, wiedergegeben. 
Die viereckigen Marken bezeichnen die gefundenen Werte: die runden 
Kreise bezeichnen die Werte, die zu finden waren, sofern die angefiihrten, 
berechneten Dissoziationskonstanten richtig sind. Wie ersichtlich, 
stimmen die Werte ganz gut tiberein. 

Aus der Abb. 9 erhellt ferner, daB es méglich ist, die drei Basen- 
stufen des Aluminiumhydrats im Wasser basentitrimetrisch von pay 3,3 
bis 8,0 zu bestimmen. Der Anfangspunkt ist leicht zu beurteilen, der 
SchluBpunkt dagegen schwierig, weil die Titrierungskurven der Basen- 
stufe I und der Saurestufe I einander ,,iiberlappen”. 


Tabelle XVIT. 
1 mMol AlCl], + 100 mMol NaCl in Wasser. 





Indikator Farbe Na ‘ + pan 
| gelb-gelbgriin 0 3,35 

Bromphenolblau hellgelbgriin 0.17 3,5 
| gelbgriin 0.71 4.2 

rot 0.86 4.6 

Poe rotgelb 1.85 5.2 
Methylrot : l gelbrot 2,20 5.5 
gelb-gelbrot 2,35 5,7 

Bromkresolpurpur . . . . griinblau 2,35 5,7 
Bromthymolblau . .. . griin 2,53 6.5 
rote Scheibe 2.79 6,8 

Phenolrot - +--+: - | ‘ial 286 792 
Phenolphthalein - + - - - rotlich 3,04 8.3 
“7 . { blaulich 3.54 9.3 
Thymolphthalein "| blau 3°85 10.5 
as { grinlich 3,03 8,3 
Thymolblau ) Ren 3 90) 92 
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Tabelle XVIII. 


1mMol AlCl, in Athylalkohol-Benzol (AB). 








Indikator Farbe Maykthetat pau 
Lunds .PentaY..... violett 0 3,5 
gelb 2,60 5,5 
Thymolblau . | griin 3,12 13,5 
| blau 3,28 14,— 
hellviolett 2,60 5.5 
Naphthylgelb . | rot 2.65 5,75 
H gelb 2,74 6,3 
Bromphenolblau ; om ae 
- ¥ violett 2,97 11,— 
Nilblau NB rot 3.00 11.2 
7 x griin 3,07 13,— 
Bromthymolblau ass 3°19 135 
¥0 
7™M Al Cl; in Wasser 
- imM ALCL, in AB 
14.25), 
32 j | x 
~ 
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™mMol Na-Athylat 
3 8 
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Abb. 9. 
Die Titrierungskurve einer 1 mMol-Lisung yon Aluminiumcehlorid in Wasser und AB. 


Wird die Titrierung statt in Wasser in Athylalkohol-Benzolmischung 
ausgefiihrt, so bekommt man die in Tabelle XVIII wiedergegebenen 
Werte, sowie die in Abb. 9 durch runde, fette Marken wiedergegebene 
Titrierungskurve. Es geht hieraus hervor, daB die Basendissoziationen 
des Aluminiumhydrats in Athylalkohol-Benzolmischung nur wenig 
schwicher als in Wasser sind; die Séuredissoziation dagegen ist sehr ab- 
geschwicht, da p Kyy etwa 4,5mal gréBer in Athylalkohol-Benzolmischung 
als in Wasser ist. Wegen der kolloiden Ausfallungen ist es nicht méglich, 
das Endstiick der Kurve der ersten Basenstufe ganz scharf zu erhalten. 
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Fiir die titrimetrische Praxis bedeutet dies aber wenig. Denn wendet 
man Nilblau als Indikator an, so erhalt man wegen der Adsorption 
einen sehr scharfen Umschlag von Violett in Rot im Aquivalenzpunkt. 

Dies eine Beispiel soll geniigen, um die Anwendbarkeit der Methode 
fiir die Auswertung der Dissoziationskonstante eines Metallhydrats 
und dadurch fiir die basentitrimetrische Bestimmung derselben zu zeigen. 

AuBerdem eignet sich die Methode insbesondere fiir die in der 
Biologie und der Klinik so wichtigen Titrierungen von Aminen und 
schwachen Sauren. Ferner kann man sich wegen der niedrigen Léslich- 
keitsprodukte vieler Verbindungen in Athylalkohol-Benzolmischungen 
oft einer Kombination von basimetrischer Titrierung und Fillungs- 
analyse bedienen. Mg kann z. B. dadurch bestimmt werden, daB man 
das wasserhaltige MgCl, in Athylalkohol-Benzolmischung mit Natrium- 
athylat, mit Bromkresolpurpur als Indikator, titriert, indem die Léslich- 
keit des Magnesiumathylats sehr gering ist; Ni kann als Chlorid bei 
Gegenwart von Dimethylglyoxim mit demselben Indikator titriert 
werden, da die Léslichkeit des Dimethylglyoxim-Nickelkomplexes 
sehr gering ist, usw. Die Genauigkeit der Titrierungen liegt unter 0,5°,. 

Die Apparate und Chemikalien sind einfach, billig und haltbar; 
Serienanalysen erfordern nur wenig Zeit und geringe Chung: die Technik 
wire somit fiir Biologie und Klinik besonders geeignet. 

Ich méchte gern Professor Dr. S. P. L. Sérensen fiir die Erlaubnis, 
seine groBe Indikatorensammlung zu benutzen, sowie fiir freundliches 
Interesse meinen besten Dank aussprechen. Fiir gute Arbeitsverhiltnisse 
wahrend der ersten Versuche bin ich meinem friiheren Chef, dem Direktor 
des Staats-Seruminstituts, Dr. Th. Madsen, zu groBem Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung. 

1. Die Vorteile der Titration in einer Athylalkohol-Benzol-Wasser- 
mischung gegeniiber den Titrierungen in reinem Wasser werden be- 
sprochen: Kleine Kapillaritét, Anwendung feinster Pipetten, scharfe 
Indikatorumschlige, groBe pay-Skala, abgeschwachte Dissoziation der 
schwachen Elektrolyte, kleine Léslichkeitsprodukte, keine CO,-Fehler. 

2. Frithere Arbeiten werden besprochen. 

3. Die pax-Skala ist definiert worden. 

4. Es wird gezeigt, daB die Aktivitaétskorrektionen in dem Medium 
wegen der kleinen Dielektrizitaétskonstante etwa 20mal gréBer als im 
Wasser sind. 


5. 209 Indikatoren sind durchgepriift worden: 40 wurden brauchbar 


gefunden. 
6. 13 Pufferstoffe sowie HCl und Natriumathylat wurden gepriift. 
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7. Ein kolorimetrisches paxg-Messungssystem ftir das Medium 
wird festgelegt, den Systemen fiir Wasser von S. P. L. Sérensen., 
M. Clark und L. Michaelis entsprechend. 

8. Ein Beispiel der Anwendbarkeit der Methode wird gegeben 
(Titrierung und Messung der Dissoziationskonstanten von AlCl,.6H,Q). 

9. Auf die besondere Eignung der Methodik fiir klinische und all- 
gemein-biologische Zwecke wird hingewiesen. 
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Untersuchungen iiber die Bindung der Kolloide des Serums 
mit Hilfe von Ultrafiltern erhéhter Durchlissigkeit. (1.) 


a) Besteht im Serum eine komplexe Albumin-Globulinverbindung? 
b) Ist das gebundene Calcium des Serums an Albumin oder an Globulin 
gebunden? 
Von 


W. M. Bendien und I. Snapper. 


(Aus dem Laboratorium fiir allgemeine Pathologie der Gemeinde-Universitat 
Amsterdam.) 
(Eingegangen am 29. Januar 1955.) 

Sehr wahrscheinlich sind verschiedene Bestandteile des Blutplasmas 
mehr oder weniger fest an die Proteine des Blutplasmas gebunden. 
Um tiefer in das Wesen dieser Bindungen einzudringen, hat man 
verschiedene Fallungsmethoden und die Elektrodialyse zu Hilfe 
genommen. Diese letztere gehért ihrem eigentlichen Wesen nach auch 
zu den Fallungsmethoden. Mit der Fallungsmethodik sind jedoch 
groBe Schwierigkeiten verkniipft. Will man z. B. feststellen, welche 
Stoffe an den Globulinteil des Blutserums gebunden sind, und wird 
zu diesem Zweck das Globulin gefallt, dann hat man dem 
Blutserum soviel Salz zuzusetzen, daB schlieBlich eine Salzkonzen- 
tration von ungefaihr 20°, besteht. Wenn man bedenkt, daB in dem 
Serum unter normalen Verhaltnissen eine Konzentration von nur 
etwa ?/,°, Salz vorhanden ist, ist es wohl verstandlich, daB durch diese 
Salzzugabe bedeutende  physikalisch-chemische Veranderungen im 
Serum entstehen kénnen: durch die starken Salzkonzentrationen 
kénnen bereits, bevor die Globuline ausfallen, Substanzen losgelést 
werden, die an Albumin oder Globulin gebunden waren. Ein Stoff,. 
der unter normalen Verhaltnissen an Globulin gebunden ist, braucht 
also nicht notwendigerweise in dem Globulinprazipitat angetroffen 
zu werden. Mutatis mutandis gilt dasselbe fiir Stoffe, die an Albumin 
gebunden sind. Kompliziert wird die Aussalzungsmethode wberdies 
dadurch, daB z. B. verschiedene Fraktionen des Globulins vorhanden 
sind, die jede fiir sich gefallt werden mub. Obwohl M. Spiegel- 
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Adolf (1) in ihrem Buch iiber die Globuline schreibt, Fallung mit 
Ammoniumsulfat oder eine andere Aussalzungsmethode sei die beste 
Methode, die obengenannten Probleme zu untersuchen, so schien es 
uns doch wichtig, zu versuchen, eine Methode zu finden, welche die 
verschiedenen Serumkolloide voneinander trennt, ohne die physi- 
kalisch-chemischen Eigenschaften des Serums so intensiv zu verandern, 
wie dies bei der Aussalzung der Fall ist. 

Zu diesem Zweck haben wir die Methode der Ultrafiltration der- 
artig abgeandert, daB ein kleinerer oder gréBerer Teil der Serumkolloide 
das Ultrafilter passieren kann. Hierbei wird der groBe Vorteil erzielt, 
daB die elektrolytische Konzentration zu beiden Seiten der Membranen 
praktisch unverandert, auf dem physiologischen Niveau bleibt. Man 
findet hier und da in der Literatur Methoden angegeben, um die Permea- 
bilitat der Membrane nach Belieben zu variieren (2). Fiir unseren Zweck 
konnten aber auf diese Weise keine geeigneten Membranen erhalten 
werden. Durch eine Modifikation der von Mac- Bain (2) angegebenen 
Methode konnten wir jedoch Membranen herstellen, womit es méglich 
ist, bestimmte Fraktionen der Serumproteine durchzufiltrieren. 


Das Verfahren war also folgendes. Erst wurden Kollodiumsackchen 
hergestellt nach der Methode von Greenberg und Giinther (3) (4), nur wurde 
zwischen der ersten und der zweiten Fiillung der Glasréhrchen mit Kollodium 
wenigstens 7 Minuten gewartet. Auf diese Weise werden die Membranen 
etwas dicker, als fiir den gewéhnlichen Zweck gewiinscht ist. Man stellt 
diese Kollodiumsackchen wahrend 5 bis 15 Minuten in absoluten Alkohol, 
dem man, wenn nétig, | bis 3°, Ather hinzufiigt. Je langer die Membranen 
im Alkohol verbleiben, und je gréBer die Atherkonzentration ist, desto 
groBer wird die Permeabilitat der auf diese Weise behandelten Kollodium- 
membranen. Nach 5 bis 15 Minuten werden die der Einwirkung des Alkohols 
ausgesetzten, sehr weichen Membranen wahrend 20 Minuten in destilliertem 
Wasser gespiilt, das einige Male erneuert werden muB. Hierdurch werden 
die Membrane wieder harter und kénnen einen Filtrationsdruck von 
8 bis 15em Quecksilber aushalten. Um die letzten Reste Alkohol zu ent- 
fernen, wird erst destilliertes Wasser durch die Sackchen gesogen. Man 
kann nicht vorher genau bestimmen, wie lange die Kollodiummembranen 
im Alkohol verbleiben miissen, um eine bestimmte Permeabilitaét zu er- 
halten, denn die Permeabilitét nach dem Verbleiben in Alkohol hangt 
von vielen Kleinigkeiten ab, z. B. von der Qualitaét des Kollodiums, von 
dem Wassergehalt des Alkohols usw. Wenn also einige Membranen in der 
zuvor beschriebenen Weise hergestellt sind, hat man mittels besonderer 
Vorversuche mit Serum zu untersuchen, wie groB die Permeabilitaét dieser 
Membranen geworden ist, Hierbei ist noch zu bemerken, daB erst, nachdem 
ungefahr !'/, Stunde durchfiltriert worden ist, die Membran ihre endgiiltige 
Permeabilitat erreicht, die sich beim weiteren Ultrafiltrieren nicht mehr 
andert. 

Mit Hilfe solcher Membranen und des Ultrafiltrationsapparates 


kann man den Bindungszustand verschiedener Substanzen im Serum 


nntersuchen. 
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Wenn nun auch diese Ultrafiltrationsmethode vor der Fallungs- 
oder der Elektrodialysemethode den Vorzug hat, daB sie viel weniger 
Storung des physikalisch-chemischen Gleichgewichtes des Serums ver- 
ursacht, so steht dem doch eine Schwierigkeit gegeniiber, d. h. das 
Absorptionsvermégen der Membrane selbst. Infolgedessen koénnte es 
moglich sein, daB von zwei Substanzen, die in gegenseitiger Bindung 
zusammenhangen, bei der Ultrafiltration eine dieser Substanzen teil- 
weise in den Membranporen ,,kleben’ bliebe. Von Fall zu Fall hat 
man also zu untersuchen, ob Adsorption des zu_ultrafiltrierenden 
Stoffes an der Membran stattfindet oder nicht, und wenn dies der 
Fall ist, in welchem Mabe dies stattfindet. 


Besteht im Serum eine Albumin-Globulinbindung? (5) 


Es ist immer noch die Frage, ob man wirklich im Serum zwei Arten 
Proteine nebeneinander annehmen darf der eine Teil, leicht fallbar, 
Globulin genannt der andere Teil, weniger leicht auszufillen, 
Albumin genannt. Viele nehmen an, daB eine komplexe Bindung von 
Albumin und Globulin im Serum vorhanden sei, wie dies auch Spiegel- 
Adolf (1) verteidigt. Indessen haben wir festgestellt, daB es méglich 
ist, durch Ultrafiltration das Albumin teilweise von dem Globulin zu 
trennen; eine komplexe Bindung, wie sie soeben angedeutet wurde, 
wird hierdurch also unwahrscheinlich. 


Bei der Ultrafiltration von Serum durch Kollodiummembranen, 
die fiir EiweiB permeabel waren, kénnen Ultrafiltrate erhalten werden, 
welche eine totale EiweiBkonzentration haben, die weniger als ein Drittel 
der EiweiBkonzentration des Serums betrigt. Derartige Ultrafiltrate 
sind niemals véllig globulinfrei. Sie enthalten aber, verglichen mit dem 
urspriinglichen Serum, von dem ausgegangen wurde, relativ viel mehr 
Albumin als Globulin. Dieses Resultat ist verstandlich, weil das Globulin 
eine grébere Dispersion hat als das Albumin. Stellt man also ein Ultra- 
filter her, das fiir EiweiB permeabel ist, oder mit anderen Worten, 
vergr6Bert man die Poren der Kollodiummembranen durch Behandlung 
mit Alkohol und Ather, dann werden zuniachst die am feinsten verteilten 
Kolloide durchgehen. Da nun Albumin feiner dispers ist als Globulin, 
wird demnach das Albumin eher eine derartige Membran passieren als 
das Globulin: darum enthalten derartige eiweiBhaltige Ultrafiltrate 
immer mehr Albumin als Globulin. Indessen sind die Poren der mit 
Alkohol-Ather behandelten Kollodiummembranen natiirlich nicht. alle 
gleich groB8. Durch die einzelnen gréBeren Poren, welche vorhanden 
sind, passiert eine kleine Menge Globulinmolekiile (welche ungefahr 
zweimal so groB sind als die Albuminmolekiile), natiirlich werden aber 
relativ viel mehr Albuminmolekiile durchfiltriert. Wie aus Tabelle I 
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hervorgeht, ist es méglich, Ultrafiltrate herzustellen, welche ungefahi 
25°, des Albumins, jedoch nur 8°, des vorhandenen Globulins ent 
halten. Daher kommt es, daB z. B. in Fall 2 (Tabelle I), wo in dem 
urspriinglichen Serum das Verhaltnis des Albumins zum Globulin 2.1 
war, in dem Ultrafiltrat dieses Verhaltnis bis auf 6.4 gestiegen ist 
Je langer die Kollodiummembran mit der Alkoholaéthermischung in 
Beriihrung gewesen ist, desto durchlassiger wird die Membran, oder mit 
anderen Worten. desto gr6éBer werden die Poren der Membrane. Bei 
Verwendung einer durchlassigeren Membrane nimmt die totale Eiweif 
konzentration des Ultrafiltrats zu, zu gleicher Zeit aber kénnen stets 
mehr groBe Globulinmolekile die Membran passieren. Deshalb nimmt 
bei steigender totaler EiweiBkonzentration des Ultrafiltrats auch die 
Konzentration des Globulins gegeniiber dem Albumin im Ultrafiltrat 
stets zu 
Tabelle I. 





Serum Fiweibhaltiges Ultrafiltrat 
— Albumin Globulin (Quotient Albumin Globulin Quotient 

Hypertension. 50,2 23,3 2,2 11,3 2,2 5,1 
Nephritis .. . . 44.9 20.9 21 10.2 1,6 64 
Hypertension . . 48,1 28,0 17 17,3 2.6 64 
Stauungsleber . . 38,7 35,3 1,1 9,2 3.4 2,7 
Nephritis .. . . 23,1 16,7 1.4 6,4 1,5 42 
Leberzirrhose . . 36,2 44.4 OS 11,3 5.6 20 
Lebertumor . . . 39,0 39,0 10 13,0 5.4 24 
Typmas .. 1 ws 34,1 30,7 11 13,3 4.6 2.9 


Alle Proteinzahlen sind in ° 9, Serum ausgedrickt. 


Gerade weil Ultrafiltrate erhalten werden kénnen, welche will- 
kiirlich wechselnde Mengen Albumin und Globulin enthalten, wird das 
Vorhandensein einer Komplexverbindung zwischen Albumin und Globu- 
lin wohl auBerordentlich unwahrscheinlich. Wenn eine derartige Kom- 
plexverbindung bestande, diirfte man ja erwarten, daB das Verhaltnis 
zwischen Albumin und Globulin in den eiweiBhaltigen Ultrafiltraten 
immer dasselbe wire. Wie oben dargelegt wurde, ist dieses Verhaltnis 
jedoch sehr stark wechselnd, abhangig namlich von der GréBe der Poren 
der Kollodiummembrane. 


Eine Adsorption von Eiweif an der Kollodiummembrane wahrend 
der Ultrafiltration ist natiirlich a priori nicht auszuschlieBen. Wi 
haben deshalb 6fters nach Beendigung der Ultrafiltration die Kollodium- 
membrane gut abgewaschen (6): darauf wurde die Membrane in 
Stiickchen zerschnitten und mit Hilfe von Quarzsand in soviel Kubik- 
zentimeter physiologischer NaCl-Lésung verrieben, als Kubikzentimeter 
Ultrafiltrat erhalten worden waren. Die Mischung wurde wahrend 
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'', Stunde auf der Maschine geschiittelt. Hierauf wurde zentrifugiert 
und das Zentrifugat auf Eiweif untersucht. Zwar war die Sulfo- 
salicylsaurereaktion nicht voéllig negativ, die Reaktionen erwiesen sich 
jedoch als so schwach, dab nur einige Zehntel pro Mille EiweiB vor- 
handen gewesen sind. Diese Spuren EiweifB, die an der Membran 
adsorbiert werden, kénnen sicherlich keinen EinfluB auf die in Tabelle | 
mitgeteilten Ergebnisse ausgeiibt haben. 

Die Durchlassigkeit ultrafiltrierender Membranen fiir Eiweib 
beruhrt Probleme, welche auch fiir die Pathologic, insbesondere die der 
Odeme, wichtig sind. 

Deutlich wird das demonstriert. wenn man den kolloidosmotischen 
Druck von Serum mift in Osmometern mit Kollodiummembranen. 
die mehr oder weniger fiir Proteine durchlassig sind. In einem Osmo- 
meter mit einer nicht fiir Protein durchlassigen Membrane miBt man 
den héchsten kolloidosmotischen Druck, wihrend schon bei einer 
geringen Durchlassigkeit der Kolloidmembrane ein viel niedrigerer 
kolloidosmotischer Druck abgelesen wird (7). Dieses Versuchsergebnis 
ist eine Demonstration der sogenannten membranogenen Hypoonkie. 
welche Schade (8) so deutlich beschrieben hat. Auf diese Weise 
bekommt man wenigstens einen Eindruck von dem EinfluB der Durch- 
lassigkeit der Kapillarmembranen fiir das Zustandekommen oder Ver- 
schwinden von Odemen. So wird es verstandlich, daB auch bei 
praktisch gleichbleibendem Albumin-Globulin-Gehalt des Blutes (9) 
doch osmotische Odeme entstehen oder verschwinden kénnen, nur 
durch leichte Anderungen der Permeabilitat der Kapillarwande fii 
Proteine. 

In diesem Zusammenhang ist auch die Tatsache wichtig, dab die 
Odeme immer relativ mehr Albumin als Globulin enthalten. 


So hatte eine Patientin mit Stauungséddemen im Serum eine Alburnin 


konzentration von 22,9 96, und Globulin 21.4% 9. (Quotient 1.) Die 
Odemfliissigkeit enthielt 7.0° 9, Gesamt-EiweiB, und zwar 5.3° 9, Albumin 
und 1.7%, Globulin. (Quotient 3. also dreimal so hoch als der des 


Serums. ) 

Dieses zeigt also eine deutliche Analogie mit den Verhaltnissen 
eines kiinstlich erzeugten Ultrafiltrats, das ebenfalls cinen dreimal 
so hohen Albumin-Globulin- Quotient aufweisen kann als das Serum. 

Auch wenn man die Albuminurie als eine leicht vermehrte Durch- 
lassigkeit des normaliter fiir EiweiB undurchlassigen Nierenfilters  be- 


trachten will, kann man _ verstehen, daB bei der gewohnlichen 
Albuminurie der Urin viel mehr Albumin als Globulin enthalt. Auch 
hier bestande also eine Analogie mit der Ultrafiltration von Serum 
durch eine fiir Eiweif nur maBig durchlassige Membran, wobei auch 
das Ultrafiltrat relativ bedeutend mehr Albumin als Globulin enthalt. 
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Folgende drei Beispiele kénnen dies erlautern: 


1. A. (Nephritis): Total-Eiwei®B vom Serum 43,7° 99, Albumin 18,4° 9. 


(Hobulin 25.3" 99 (Quotient 0,7). Total-FKiweiB vom Urin 6,5° 95, Albumin 
5,0° 9, Globulin 23° 4 (Quotient = 2.2, also dreimal so hoch als der des 


Serurns). 
2. de K. (Nephritis): Total-EiweiB vom Serum 44,1° 99, Albumin 


20,6 (99, Globulin 23,5° 95 (Quotient 0.9). Total-EiweiB vom Urin 10,6° 99. 
Albumin 8.0° 99. Globulin 2.6/5) (Quotient 3.0, also = dreimal so hoch 


als der des Serums). 
3. P. (Nephritis mit stark nephrotischem Einschlag). Total-Eiweil 


des Serums 33,2° 99, Albumin 14.7° 99, Globulin 19,5° 99 (Quotient 0,7). 
Total-EiweiB vom Urin 15,0° 99, Albumin 10,6° 99, Globulin 4.4° 9) (Quotient 
2.4, also ~ dreimal so hoch als der des Serums). 


Uber das gebundene Caleium des Serums. (5) 


Bereitet man ein gewohnliches Ultrafiltrat des Serums, dann zeigt 
sich, daB auch in vollkommen eiweiffreien Ultrafiltraten stets ein Teil 
des Serumcalciums vorhanden ist (40 bis 50°,). Die Halfte, oft auch 
etwas mehr als die Halfte des Serumcalciums, passiert jedoch die echten 
Ultrafilter nicht (4): man nennt diesen letzteren Teil das gebundene 
Calcium {Rona und Mitarbeiter (11)]. Die Frage liegt auf der Hand, 
ob der nicht-ultrafiltrable Teil des Serumcalciums an Eiweif gebunden 
ist oder nicht. Sollte tatsichlich diese Bindung vorhanden sein, dann 
miuBte festgestellt werden, ob das Calcium an Albumin oder aber an 
Globulin gebunden sei. 

Diese Frage muB mit Hilfe der fiir EiweiB durchlassigen Ultrafilter 
zu lésen sein. Wir haben zu diesem Zweck nacheinander bestimmt: 

1. Den totalen Calciumgehalt des Serums. 

2. Das echte ultrafiltrable Calcium, das einen gewoéhnlichen 
Kollodiumultrafilter passiert. 

3. Den Albumingehalt, den Globulingehalt und den Calciumgehalt 
eines eiweiBhaltigen Ultrafiltrats. 

In diesem letzteren ist natiirlich an erster Stelle das echte ultra- 
filtrable Calcium vorhanden: daneben jedoch mu ein Teil des ge- 
bundenen Calciums die permeable Kollodiummembran passiert haben. 
Die Menge gebundenen Calciums, welche in dem eiweibhaltigen Ultra- 
filtrat vorhanden ist, kann berechnet werden, indem man den totalen 
Calciumgehalt des eiweiBhaltigen Ultrafiltrats um das echte ultra- 
filtrable Calcium vermindert. Dieser Wert gibt dann die Menge Calcium 
an, welche zusammen mit dem Albumin und dem Globulin des eiweib- 
haltigen Ultrafiltrats passiert ist. Durch Berechnung kann man dann 
wahrscheinlich machen, daB das Calcium wohl an das Albumin, jedoch 
nicht an das Globulin gebunden ist, wie aus Tabelle I hervorgeht. 
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Tabelle II*. 





ser Eiweibhaltiges 
— Ultrafiltrat 





ee S| 2 |geifeeicel ga igeigei*'? ' 

2S les |S8alee) 2 Elen 8s 

ie = > =- is < o + so 

| S o 
Hypertension . 50,2 23,3 10,2 46 56 11,3 2,2 60 14,13 1,0 05 
Nephritis . . . 449 20,9 10,4 4,7 5,7 10.2 16 61 1,4 13 1,0 04 
Hypertension . 48,1 28,0 10,7 52 5,5 17,3 26 7,3 2,1 2,0 1,4 0,5 
Stauungsleber . 38,7 353 93 51 4,2 92 34 62 1,1 1,0 0,7 04 

[eterus catarrha- 

lis ..... |44,8)32,3;103! 53 | 5,0)143) 5,6) 7,2) 1,9'1,7/1,8'0,9 
Myeloma ... |45,6/28,5 130 54 7,6 15,1 42 81 2,7 25 2.0 1,2 
Nephritis . . . 231/167 84 42 42 64 15 55 18 1,2 08 04 
Leberzirrhose . 36,2 444 95 4,7 48 11,3 56 64 17 15 1.0 06 
Lebertumor . . 39,0 39,0 10.7 6,1 4.6 12,4 6,0 7,6 15 14 1,1 08 


Nehmen wir den ersten Fall der Tabelle Il. In dem eiweibhaltigen 
Ultrafiltrat ist 22'/,°,, des Albumins des Serums vorhanden. Ware die 
Gesamtmenge gebundenen Calciums an Albumin gebunden, so wiirde 
man also in dem eiweiBhaltigen Ultrafiltrat 22'/,°,, von 5,6 mg-°,, 
erwarten, d.h. 1,3 mg-°, (A). 

Von dem Globulin ist nur 10°, in dem eiweiBhaltigen Ultrafiltrat 
vorhanden. Ware also das gebundene Calcium nur an Globulin gebunden, 
dann dirfte in dem eiweiBhaltigen Ultrafiltrat nur 0,5 mg-°,, gebundenes 
Calcium vorhanden sein (C). Ware das gebundene Calcium gleich- 
maBig an Albumin und an Globulin gebunden, dann diirfte man in 
dem eciweiShaltigen Ultrafiltrat einen gebundenen Kalkgehalt von 
13,5/73,5 . 5,6 mg-°,, d.h. also 1,0 mg-°,. erwarten (B). 

Der wirklich gefundene Wert von 1,4 mg-°,, fiir das gebundene 
Calcium des eiweiBhaltigen Ultrafiltrats ist also nur dann zu erklaren, 
wenn das sogenannte gebundene Calcium ausschlieBlich an Albumin 
gebunden ist. 

In der Tabelle II findet man nun in der Spalte A die Werte ver- 
zeichnet, welche der gebundene Calciumgehalt des eiweiBhaltigen Ultra- 
filtrats ergeben miiBte, wenn alles gebundene Calcium an Albumin 
gebunden ware. Unter B werden die Werte aufgefiihrt, die erwartet 
werden kénnten, wenn das Calcium gleichmaBig auf Albumin und 
Globulin verteilt ware. Unter C endlich findet man die Werte, welche 


* In dieser Tabelle sind die EiweiBwerte in °/,, Plasma ausgedriickt. 
Die Globuline wurden nach der Methode Howes (10) niedergeschlagen 
und die Proteine mittels der Mikro-Kjeldahlmethode bestimmt. Die 
Menge Calcium ist in mg-®/, ausgedriickt und nach Kramer und Tisdall 
ermittelt worden. 
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sich ergeben wiirden, wenn das gebundene Calcium des Serums nur an 
Globulin gebunden ware. Die Vergleichung des wirklich gefundenen 
Wertes fiir den gebundenen Calciumgehalt des eiweiBhaltigen Ultra- 
filtrats mit den Ziffern, welche unter A, B und C angegeben werden. 
lehrt, daB eine Bindung des gebundenen Calciums an das Globulin des 
Serums als ausgeschlossen erachtet werden muB. Auch die Vergleichung 
des gefundenen wirklichen Wertes fiir den gebundenen Calciumgehalt 
des eiweiBhaltigen Ultrafiltrats mit den Ziffern, die unter B aufgefiihrt 
werden, lehrt, da eine homogene Bindung des gebundenen Calciums 
an Albumin uxd an Globulin als sehr unwahrscheinlich crachtet werden 
mu. Auf Grund der sehr guten Ubereinstimmung zwischen dem ge- 
fundenen wirklichen Wert und den Werten, welche in Spalte A zu finden 
sind, d. h. der Menge gebundenen Calciums, welche in dem eiweiBhaltiger 
Ultrafiltrat erwartet werden diirfte, wenn das Calcium allein an Albumin 
gebunden ware, muB geschlossen werden, daB tatsachlich der sogenannte 
gebundene Calciumteil des Blutserums beim Menschen ausschlieBlich 
an Albumin gebunden ist (5). Auch hier haben wir natiirlich der Még- 
lichkeit der Adsorption von Calcium an der Membrane des Ultrafilters 
Rechnung zu tragen. Indessen waren die Calciumreaktionen in den 
Extrakten der Ultrafiltrationsmembrane nach Beendigung der Ultra- 
filtration stets negativ: Adsorption des Calciums an die Ultrafiltrations- 
membran findet offenbar nicht statt. 

Gerade bei der Untersuchung nach der Art und Weise, wie der 
nicht ultrafiltrable Teil des Serumcalciums gebunden ist, zeigt sich, 
daB die von uns angewandte Ultrafiltrationsmethode bedeutende 
Vorteile gegeniiber der Fallungsmethode aufweist. So wurde z. B 
von Csapo und Faubl (12) der Gehalt an Albumin, Globulin und 
Fibrinogen durch Fallung bestimmt, worauf der Calciumgehalt der 
verschiedenen Bestandteile bestimmt wurde. Nach Halbsattigung 
des Serums mit Ammoniumsulfat, wobei also das Globulin véllig nieder- 
geschlagen wird, fanden sie bei weitem den gréBten Teil des Calciums 
des Serums in der Lésung zuriick. Hieraus schlieBen auch sie auf eine 
Bindung des Calciums an die Albumine des Serums. Doch ist diese 
SchluBfolgerung nicht zwingend, weil wir beobachteten, dab Halb- 
sittigung des Serums mit Ammoniumsulfat nicht nur das Globulin 
ausfallt, sondern auch die totale Menge des Serumkalks in ultrafiltrables 
Calcium iberfiihrt. Halbsaittigung mit Ammoniumsulfat verandert 
die physikalisch-chemischen Eigenschaften des Serums offenbar der- 
maBen, daB jetzt iber die Bindung verschiedener Stoffe an die Kolloide 
des Serums keine SchluBfolgerungen mehr gezogen werden diirfen 
Aus den Ergebnissen der Halbsattigung des Serums mit Ammonium. 
sulfat kann also nie geschlossen werden, daB das Calcium an das Albumin 
gebunden sei, weil unter dem Einflu8 des Ammoniumsulfats alles Calcium 
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von dem Albumin losgerissen wird, bevor das Globulin unter dem 
Kinflu8 des Ammoniumsulfats ausgefallt wird. Was die Bindung des 
Calciums anbetrifft, ist also die Fallungsmethode gar nicht imstande, 
eine definitive Antwort auf die Frage zu geben, an welches Kolloid 
des Serums das Calcium eigentlich gebunden sei! 

Hier muB noch eine Tatsache beriicksichtigt werden. Viele nehmen 
an, das das Hydratationswasser der Kolloide, insbesondere das Hy- 
dratationswasser der Proteine, eine andere Konzentration an ver- 
schiedenen Stoffen enthalte als das freie L6sungswasser. Dieses Problem, 
das Problem des sogenannten ,,nichtlésenden Raumes**, ist aber hier 
von wenig Belang, weil bei unseren Versuchen immer eine ungefahr 
konstante Menge Hydratationswasser in die eiweiBhaltigen Ultrafiltrate 
gelangt. Die Menge Hydratationswasser, die erhalten wird, ist namlich 
von dem Filtrationsdruck abhangig, und wir haben deshalb vorsichtiger- 
weise bei allen unseren Versuchen stets nur mit einem Filtrationsdruck 
von 10 bis 15cm Quecksilber gearbeitet. Diese Vorsorge ist jedoch 
vielleicht sogar uberfliissig, denn Hertz (13) hat schon frither mitgeteilt, 
daB die GréBe des Ultrafiltrationsdruckes fiir den Wert des ultrafiltrablen 
Calciums des Serums von keiner Bedeutung sei. Wahrend andere Unter- 
sucher nicht mit Hertz ibereinstimmen, erhielten wir dieselben Resultate 
wie Hertz. Bereitet man von einem bestimmten Serum unter Anwendung 
von l5cem Quecksilberdruck ein echtes Ultrafiltrat, dann erhailt man 
denselben Wert fiir das ultrafiltrable Calcium, als wenn man die Ultra- 
filtration mit einem Eisessig-Kollodiumfilter ausfiihrt, unter Benutzung 
eines Druckes von 4 Atm., der mittels einer Stickstoffbombe erzielt 
wird. Auch bei der Benutzung von Cellophanfiltern fand man vor 
kurzem, daB Erhéhung des Filtrationsdruckes keinen EinfluB auf die 
Werte hat, welche man fiir das ultrafiltrable Calcium erhalt. 


Zusammentassung. 


Es wird eine Technik fiir die Herstellung von Kollodiumsickchen 
angegeben, welche bei Ultrafiltration von Blutserum wechselnde Mengen 
Protein hindurchlassen. 

I. Es zeigte sich, daB die erhaltenen Ultrafiltrate stets einen 
relativ bedeutend héheren Prozentsatz an Albumin als an Globulin 
enthalten. In Fallen, wo im Ultrafiltrat die totale EiweiBkonzentration 
nicht gréBer war als ein Drittel der Konzentration des Serums, war der 
Albumin-Globulinquotient des Ultrafiltrats stets zwei bis dreimal so 
groB wie derjenige des Serums. Auf Grund dieser Resultate mu das 
Vorhandensein einer Komplexbindung von Albumin und Globulin 
ernstlich in Zweifel gezogen werden. 

Analoge Verhaltnisse wie bei der Ultrafiltration mit fiir Protein 
durchlassigen Filtern kénnten bestehen bei der Odembildung und der 
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Albuminurie. Sowohl in der Odemfliissigkeit als im eiweiBhaltige: 
Urin ist der Albumin-Globulinquotient viel héher als im Serum de: 
betreffenden Patienten. 


Il. Auf Grund der quantitativen Parallelitat zwischen dem nicht 


ultrafiltrablen Teil des Serumcalciums und der Albuminkonzentration 
des Ultrafiltrats muB eine quantitative Bindung des gebundenen 


Serumealciums an das Albumin als sehr wahrscheinlich betrachtet 
werden. 
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Uber den Jodgehalt der Atmosphire in Holland’. 


Von 
J. F. Reith. 


Aus dem ,.Centraal Laboratorium voor de Volksgezondheid* in Utrecht.) 


(Eingegangen am 31. Januar 1935.) 


Im Vergleich mit der gesamten Jodaufnahme ist der Jodgehalt 
der Atmungsluft wahrscheinlich klein (vgl. ven Fellenberg, 1924, Hey- 
mann, 1925, Pfister, 1927, Bleyer, Schwaibold und Harder, 1932). Auch 
eine nur rohe Abschatzung, wieviel Jod der Mensch aus der Atmosphire 
aufnimmt, ist leider unméglich, weil nicht bekannt ist, welcher Anteil 
des mit der Atmungsluft zugefiihrten Jods von den Lungen resorbiert 
wird: nach Chatin (1851) 3, Teil, nach Cauer (1930) nur !’, Teil! Nut 
in Ausnahmefallen (Wagner, 1929, Cauer, 1930, von Fellenberg, 1930) 
darf vielleicht von einer erheblichen Jodzufuhr mit der Atmungsluft 
die Rede sein. Wenn auch die direkte Jodaufnahme aus der Luft von ge- 
ringer Bedeutung fiir den Menschen erscheint, sind die Jodbestimmungen 
der Luft um so wertvoller, weil sie einen Einblick in die sich im Kreislauf 
oder im biologischen Arbeitsfeld befindlichen Jodmenge geben. — Fiir 
einen Vergleich von atmospharischen Jodkonzentrationen in zwei 
Gebieten ist es praktisch richtiger, die Regenproben zu verwenden. 
Diese guten Luftfiltrate sind leichter erhaltlich und einfacher zu unter- 
suchen. 

Ich méchte aber bemerken, dai die Regenuntersuchungen nicht 
immer zu ganz einwandfreien Ergebnissen fiihren. Selbst die weit von 
Wohnungen und Verkehr aufgestellten Regenfanger enthalten meistens 
Staub. RuB, Insekten usw., abhaingig von dem Wind, der Zeitdauer 


1 |. Mitteilung: Die Mikrobestimmung von Jodiden, diese Zeitschr. 
216, 249, 1929; II. Mitteilung: Die Mikrojodbestimmung in Naturstotfen, 
ebenda 224, 223, 1930. 
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und der Art der Aufstellung. Da also soviele methodische und ande: 
Faktoren den Jodgehalt beeinflussen koénnen, erscheint es mir nic} 
zweckmabig, die Ergebnisse verschiedener Forscher untereinander 
vergleichen. 


Bei meinen eigenen Jodbestimmungen im Regen habe ich mic! 
bemiiht, alle Verhaltnisse der Probenahme und Bestimmung mdglichst 
gleich zu wihlen. Der Regen wurde in den Dorfern Zandvoort-Bad 
Maarssen und Breukelen mittels eines 50.50 em messenden zinkene) 
Trichters! in einer mit Pottasche beschickten Flasche aufgefangen. 


Reihe I. 
Von Juni bis August 1927 in Maarssen 
gesammelter Regen. 
Weil ich bei dieser Probenreihe nicht gleichzeitig an anderen Stelle 


Regen aufgefangen habe, ist ein Vergleich mit anderen Bestimaununy: 
nicht recht méglich und sei nur erwihnt, daB die Jodgehalte di 


- 


16 Regenproben von 0,7 bis 4,1 pro Liter wechselten, beinahe alle vor 
1,2 bis 1,8y pro Liter. 


Reihe I, HT und IV. 


In Maarssen, Breukelen und Zandvoort-Bad 
gefallener Regen. 


Die Mitwirkung von Dr. A. J. Heymann in Zandvoort ermoglichte 
die Sammlung einer Reihe Regenproben in einem 440 m von der Kiist: 
aufgestellten Regenfang. Wahrend desselben Zeitabschnittes wurde ii 
Maarssen und spiter in Breukelen (zwei Dérfer in der Nahe von Utrecht 
Regen aufgefangen. Oft mischte ich den simtlichen Regen von mehre 
ren aufeinanderfolgenden Tagen und untersuchte nur die Mischprobe 
Die: Muster aus Breukelen, obschon weit entfernt von Fabriken und 
Verkehr aufgefangen, waren oft durch organische Verunreinigungen 
gelblich gefairbt und enthielten Staub. Der Jodgehalt der Regen 
proben wechselte von 0,4 bis 5,8 y. meistens 2 bis 4 y Jod pro Liter 
Die Ergebnisse sind in den drei folgenden Tabellen zusammengefalst 
worden. 


' Das Zink hat sich auf zwei Weisen jodfrei gezeigt: 1. Es werde: 
340 gem Zinkoberfliache wahrend einiger Zeit mit pottaschehaltigen Watte1 
gerieben. Die Watte wurde mit siedend heiBem Wasser gewaschen und di 
Waschfliissigkeit in der gew6hnlichen Weise auf Jod gepriift. 2. Es werde: 
2¢ Zinkspiine mit Kalilauge unter RiickfluBkthlung etwa bis zur Losuny 
gekocht. Man saéuert mit jodfreier, bisulfithaltiger Salzsiiture an, machi! 
mit Pottasche alkalisch, filtriert und untersucht das Filtrat in der gewoln 
lichen Weise. 
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wihrend Oktober und November 1927. 
Maarssen Zandvoort 
Datum Mittlere 
Windrichtung Niederschlag Jodgehalt Niedersehlag Jodgehalt 
1927 mm » Liter mm 7 Liter 
iB. Xx: O bis N 
16. X. NW SW 5.4 4 
17. X. \ 0.9 ; | 
18. X. W bis SW 0 
Mm. x. sw. WwW 8.0 1.4 | 
20. XN. stark wechselnd ) { 18,0 2.4 
Zi. X. SW his SO 0 
2b. Ths SO SW 14.1 1.1 | 
Zo. me SW NW 1 
%. X. NW , SW 0.8 tse - 
2% i. SW 1.7 3.) | —— a 
26. X. SW 0 ~— 2 
a 8 SW 7.2 2) ’ 
28. X S bis SW 0) 
29. X _. 0 | a oa 
30. X S 0 ( 0, a 
31. X. SW bis W 2.3 3.1 
t. Se sw , 8 5.9 22 | en 16 
2. Zi. as « & 0 | “7 ’ 
a. wo Sw. W 0) | 
4. Xi. W 04 29.9 1.1 
5. XI. W bis SW 23.0 0.7 | 
6. 28. SW , 5S ? 
teihe TTL. 
Niedersechlag in Zandvoort und in Maarssen 
wihrend Marz und Apri 1192s. 
Maarssen Zandvoort 
Datum Niederschlag Jodgehalt Niederschlag iigehalt 
1928 mm > Liter mm » Liter 
8. bis 20. ITI. 0 0 
21. TIT. | . ‘ 
a2. of tbe ae | 24 1.9 
23. bis 26. III. 0 
27. ti. | ~ 
28. TIL | ‘4 It 
29. III. 16,2 3.0 
30. TIL, | | 
31. 1. 
:. IV. a S.4 2,2 
eB 0 | 
3. IV. | 
4. 1V. 16,6 1,8 5,2 0.4 
5.Iv. J 11,4 2.0 
6 bis 15. IV. 0 — 0 
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Reihe IV. Niederschlag in Zandvoort und in Breukelen im Apri 
Mai und Juni 1928. 





Breukelen Zandvoort 
Datum Jodgehalt Niederschlag Jodgehalt 
1928 y Liter mm y/Liter 
16. bis 18. IV. 2.6 7,2 3.3 
. « 21:94. 4.6 7,6 3.8 
22. IV. bis 14. V immer < 2mm Regen 15,2 3,6 
pro Tag; - 
15. bis 17. V. 3.6 7,6 2.8 
io. 2 Y. -— 14.4 2.0 
ai. u. 22. VY. 26,8 2.9 
22. V. bis 7. V1. kein Niederschlag 0 _ 
7. u. 8. VI. 4.0 | ao 9 
9. bis 11. VI. ee 12 a5 
3. , %6..¥1. 2,2 | ia ie 
16. 2 22. 1V. 26 ; = os 


Reihe V. Regenwiisser aus Privatregenfiingen im Rhein-Maasdelta und in 
Nord-Groningen, 


In acht Proben aus dem Rhein-Maasdelta wurde 1,8 bis 5,6, im 
Mittel 2,6 y Jod pro Liter gefunden. In 14 Proben aus Nord-Groningen 
wurde 2,5 bis 11,2, im Mittel 4,5 y Jod pro Liter gefunden. 

Mit Hilfe dieser Ergebnisse werde ich nun einige Fragestellungen 
naher betrachten. 

Die Ansicht, daB der Niederschlag (und demzufolge auch der Boden 
und die Gewasser) in Meeresnihe verhaltnismaBig jJodreich ist, hat sich 
iiberall verbreitet (vgl. z. B. Veil, 1927). Diese Meinung stiitzt sich vielleicht 
noch auf die von Gautier (1899) mitgeteilten sehr hohen Jodgehalte von 
Meerwasser. Spater hat von Fellenberg (1924) tatsachlich eine gewisse 
Jodausatmung aus Meerwasser nachgewiesen. Wei! aber nach neuecrein 
Bestimmungen die Ozeane nicht besonders jodreich sind (meistens 50 bis 
70 y Jod pro Liter; vgl. Reith, 1930), bleibt der jodbereichernde EinfluB 
des Meeres auf dem Lande fraglich. Ich habe nun den MeereseinfluB wie 
folgt festzustellen versucht. 


Meeresentfernung und Jodgehalt des Regens. 

Ein Zusammenhang zwischen diesen beiden Faktoren kénnte sich 
zeigen, indem man die mittleren Jodgehalte von den Niederschlaigen 
in Maarssen (bzw. Breukelen) und in Zandvoort berechnet: 

Reihe II, Maarssen, Durchschnitt von acht Bestimmungen 

+ (mm Regen . Jodgehalt) 101.2 


+ mm Regen 69.3 


1.46 y pro Liter. 
Zandvoort, Durchschnitt von sechs Bestimmungen = 1,82 y pro Liter. 
Reihe III und 1V, Maarssen und Preukelen, Durehschnitt von zehn 


Mischproben 3,32 y pro Liter. Zandvoort, Durchschnitt von 13 Misch- 


proben 2,60 y pro Liter. 
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Die samtlichen Ergebnisse berechtigen keinen SchluB auf irgend- 
welchen Zusammenhang zwischen Meeresentfernung und Jodgehalt des 
Niederschlages. 

Die Untersuchungsreihe V zeigt, daB in Nord-Groningen mehr Jod 
im atmospharischen Kreislauf enthalten ist als im Rhein-Maasdelta. 
Meiner Meinung nach diirfte dieses Ergebnis nicht in dem Meeres- 
einfluB, sondern in einer kraftigeren Jodausatmung des in Nord- 
Groningen sehr jodreichen Bodens seine Erklarung finden. 

Windrichtung und Jodgehalt des Regens. 

Die von Heymann (1927) ausgefiihrten Jodbestimmungen in Regen, 
in zwei Regenfaingen bei Zandvoort-Bad gesammelt, liefern wertvolle 
Ziffern fiir eine Berechnung der Jodgehalte von Regen bei Landwind 
und bei Seewind. Als Landwind bezeichne ich den zwischen den Grenzen 
NO und SW gerichteten, vom Festland kommenden Wind und als 
Seewind den zwischen den Grenzen SW und NO gerichteten vom Meere 
kommenden Wind. Die teils bei Landwind, teils bei Seewind kommenden 
Regenmuster sind nicht beriicksichtigt worden, ebensowenig wie die 
Falle, daB der Wind genau NO oder SW war. Ich berechne dann folgende 
Mittelwerte pro Liter: 

Regenfang ,,Seefeld**, 440m von der Kiiste entfernt : 

Landwind 2,83 y (Durchschnitt von 13 Bestimmungen) 
Seewind 4,394 ( - » 8 os ) 

Regenfang ,,Osterfeld*‘, 3000 m von der Kiiste entfernt: 

Landwind 3,05 y (Durchschnitt von 13 Bestimmungen) 
Seewind 3,63 y ( o~ i ~” ) 

Es stellt sich also ein deutlicher MeereseinfluB auf den Jodgehalt 
des Kiistenregens heraus. 

Meine Bestimmungen in Maarssen und Breukelen halte ich fiir 
nicht zahlreich genug, um die Bedeutung der Windrichtung feststellen 
zu kénnen. 

Auswaschung der Atmosphdre vom Regen. 

Ohne Zweifel ist der erste Regen nach einer trockenen Periode 
relativ viel jodreicher als normal. Dies ist sofort ersichtlich, wenn man 
die Befunde der Reihe II nach den Niederschlagsmengen anordnet. 
Aus diesen Ergebnissen laBt sich schlieBen, daB die Atmosphare ziemlich 
schnell den gr6éBten Teil ihres Jods durch Auswaschung verliert. Weil 
der Regen aber, selbst nach mehreren Regentagen, jodhaltig bleibt, ist 
die Annahme, daB durch Jodausatmung des frisch gefallenen Regens 
und des Bodens der Atmosphire wieder regelmaBig Jod zuruckgefthrt 
wird, berechtigt. Die Geschwindigkeit der Jodauswaschung ergibt sich 
aus folgenden drei Probereihen. Nach einer trockenen Periode habe 
ich den erstfallenden Regen mittels eines | ,qm groBen Regenfangs in 


vier Fraktionen gesammelt. 
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Jodgehalte von Regentraktionen in y pro Liter. 





Reihe A Reihe B Reihe ¢ 

Praktion £ (250com)........468-. ? 37.6 15.4 
Pi (20@ com)... «ss we ws ; 10,0 6,1 4.0 

IIT (425 cem). a a 3.1 LZ 5.6 

% IV (0.6 bzw. 2.0 baw. 3.1 Liter) . . 2D 2.6 2.0 


Zusammenfassung, 


Die Ergebnisse von Jodbestimmungen im Regen an der holldndischen 
Kiiste deuten darauf hin, daB der bei Seewind fallende Regen jod- 
reicher ist als der Niederschlag bei Landwind. Méglicherweise atmet 
das Meer kraftiger Jod aus als das Festland in der Nahe der Unter- 
suchungsstelle (Zandvoort-Bad). In etwas gréperer Entfernung vom 
Meere (50 km) war aber kein KinfluB nachweisbar: der Kiistenregen 
bei Zandvoort-Bad war im Mittel nicht jodreicher als der in der 
Nahe von Utrecht gesammelte Landregen. 

DaB der Regen in Nord-Groningen etwa zweimal jodreicher als 
im Rhein-Maasdelta ist, wire auf eine kraftigere Jodausatmung durch 
den jodreichen Boden von Nord-Groningen zuriickzufiihren. 

Mit den ersten 0,2 bis 0,3 mm Regen wird das meiste Jod aus der 
Atmosphire gewaschen. Durch Ausatmung des Regens und des Bodens 
wird der Atmosphire wieder regelmibig Jod zuriickgefiihrt und bleibt 
der Niederschlag in Regenperioden immer jodhaltig. 
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Uber die Wirkung von Monojodessigsiure auf die Proteasen 
von Geweben, isolierten malignen Geschwulstzellen und zell- 


freien Extrakten. 


Von 
D. Michlin und W. Rubel. 


(Aus dem Biochemischen Institut des Volkskommissariats fiir Gesundheits- 
wesen, Moskau.) 


(Eingegangen am 9, Februar 1935.) 


Die Einfithrung der Monojodessigsaure in die Praxis der experimen- 
tellen Erforschung des Kohlenhydratstoffwechsels durch Lundsgaard (1) 
hat bekanntlich eine Reihe von wichtigen Entdeckungen auf dem 
Gebiet der Biochemie der Muskelkontraktion herbeigeftihrt. — Dieses 
Gift wirkt, wie es scheint, auf das Ferment der Dephosphorylicrung, 
dieser obligaten Vorstufe jedes glykolytischen Prozesses. 

Obgleich die ersten Versuche von Lundsgaard (2) mit anderen 
Fermenten auBer der Phosphatase zu negativen Resultaten fulrten, 
schien es uns dennoch von Interesse, die Wirkung der Monojodessig- 
siure auf die Gewebsproteasen zu priifen, die in den Arbeiten von 
Waldschmidt - Leitz (3), Grassmann (4), Krebs (5) und anderen ein- 
gehend erforscht sind. 

Methodik. 

Wegen der geringen Aktivitit der Gewebsproteasen wihlten wir 
die nephelometrische Methode als die empfindlichste. Wir befolgten 
die Vorschriften von Kleinmann (6), die reproduzierbare Resultate 
ermoglichen. In einigen Fallen gebrauchten wir aber auch die Methode 
von van Slyke zur Bestimmung des Aminostickstoffs. Unsere Beobach- 
tungen betreffen folglich in der Hauptsache die Wirkung des Kathepsins, 
da nephelometrisch nur das iibriggebliebene, unzerlegte KiweiB bestimmt 
wird. Die ereptische Wirkung konnte auf Grund der Amino-N-Be- 
stimmung beurteilt werden. Die Zahl derartiger Versuche ist viel 


geringer, 
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Wir verwendeten Gewebsschnitte sowohl aus normalen Nieren (Meer 
schweinchen, Kaninchen) wie aus experimentellen bésartigen Tumoren 
(Ehrlichsches Mausecarcinom, Jensensches Rattensarkom) und Schnitte 
aus menschlichen Geschwiilsten (Mammacarcinom, Lymphosarkom). Dir 
Herstellung von vergleichbaren Tumorschnitten  bereitet — bekanntlich 
groBbe Schwierigkeiten. Durch Befolgung der Warburgschen (7) Vorschriften 
lieBen sich diese vermeiden. 

Kine erhebliche Anzahl von Versuchen betraf die Protease des 
Hypernephroms. Diese bésartige Geschwulst gibt, an Meerschweinchen 
tiberimpft, die Méglichkeit, Suspensionen aus reinen, gleichartigen 
Zellen herzustellen, die von andersartigen Gewebspartikeln und Detritus 
frei sind und sich deshalb bequem dosieren lassen. Die Herstellung 
solcher Suspensionen erfolgte nach einer noch nicht ver6ffentlichten 
Methode von Herrn Prof. D. L. Rubinstein. Die biochemischen Eigen- 
schaften der Suspension sind in hiesigem Institut untersucht worden, 
woriiber in Kiirze berichtet werden soll. Die Anwendung der Sus- 
pension bietet groBe Vorziige gegeniiber den Schnitten. 

Die zellfreien Extrakte stellten wir nach Aleinmann (6) her. Zu 
den Versuchen mit Aktivierung der Proteolyse wurde H,S (Schwefel- 
wasserstoffwasser) in einer Menge von 3mg_ pro Kubikzentimeter 
Extrakt angewendet, ferner NaC N—10 mg pro leem Extrakt. Zoo- 
kinase wurde nach dem Verfahren von Waldschmidt-Leitz (8) durch 
Alkoholextraktion aus Leber hergestellt. 

Als Substrat fiir die Proteolyse diente eine Lésung von Gelatine 
in Ringerscher Lésung nach Warburg. 

Die Ringerlésung wurde mit 0,2 °, Glucose versetzt und mit Gelatine 
zu 0,2, 0,5 oder 1%. Zu den Versuchen mit Schnitten und Suspensionen 
dienten meist 0,2- und 0,5 °%%ige Lésungen, seltener 1° jige. Bei der Her- 
stellung von Gelatinelésungen in Ringer vom pq = 4 wurden zu 100 ccm 
der Lésung 3,5cem n Essigséure zugesetzt, und die Lésung wurde filtriert. 
Die Wasserstoffionenkonzentration, wurde kolorimetrisch mittels der Indi- 
katoren von Michaelis gepriift. 

Zur Herstellung von Lésungen von py = 7,4 bis 7,6 wurden zu 100 cem 
Gelatinelésung in Ringer 10 cem Phosphat pufferlésung zugesetzt. In beiden 
Fallen wurde so viel Gelatine genommen, da die Endkonzentration von 
0,2, 0,5 oder 1,0°, erst nachher erreicht wurde. Vor der Verwendung wurde 
die Lésung filtriert. 

Die Monojodessigséure wurde in unserem Laboratorium synthetisiert und 
ihre Konstanten gepriift. Verwendet wurde eine m/25, mit NaOH gegen 
Lackmus neutralisierte Lésung der Monojodessigséure, die kein freies Jod 
enthielt. Die Konzentration der Monojodessigsiure im Versuchsansatz 


war m/LOOO. 
Versuchsanordnung. 


Die Schnitte wurden in Kélbchen gebracht, die zuvor mit 15 cem (in 
einigen Fallen mit 10 ccm) der oben beschriebenen Gelatinelésung beschickt 
waren, daneben wurden Kontrollproben ohne Schnitte angestellt. Zu 
jeder Probe gehérten zwei Kélbchen, von denen zu dem einen die ent- 
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sprechende Menge Monojodessigsaure zugesetzt wurde. Sodann wurden 
in Jjedes KoOlbchen einige Tropten Toluol gebracht und die Proben fiir 20 bis 
22 Stunden in einen Thermostaten bei 37° gestellt. Die K6élbchen mit den 
Schnitten wurden wahrend der ersten 4 Stunden im Schuttelapparat bei 37° 
geschiittelt. Nach Ablauf der angegebenen Zeit wurde zu denjenigen KOlb- 
chen, die keine Monojodessigsiure enthielten, eine entsprechende Menge 
davon zugesetzt, der Inhalt der K6lbchen filtriert und zur Analyse ver- 
wendet. Die Schnitte aus jedem Ko6élbchen wurden gesammelt und ihr 
Trockengehalt bestimmt. 

Die nephelometrische Bestimmung der zerlegten EiweiBmenge wurde 
nach der Methode von Aletnmann unter Anwendung von Sulfosalicylsaéure 
ausgefiihrt. Die Resultate wurden in Milligrammen abgebauten Eiweibes 
pro lg Trockengewicht des Gewebes berechnet. 

Der Aminostickstoff nach van Slyke wird in Milligrammen Stickstoff 
pro leem Trockengewebe angegeben. 

Bei der Anwendung der Suspension aus Hypernephromzellen mubte 
das Versuchsmaterial mit der Pipette abgemessen und in einem speziellen 
Versuch der Trockengehalt der Suspension bestimmt werden, unter Abzug 
des Trockengewichtes der zum Suspendieren verwendeten Ringerlésung. 

Die zellfreien Gewebsextrakte wurden stets in gleicher Konzentration 
nach Aleinmann durch mit Essigsiure angesduertes (0,15 ° jig.) Glycerin 
87 °cig. hergestellt. Zu den Versuchen wurde je 1 cem des Extraktes 
genommen, in einigen Fallen 1 cem des zehnfach mit Wasser verdiinnten 
Eixtraktes. Zu den Kontrollkolben wurde der Extrakt nach 22 Stunden 
zugesetzt, desgleichen Monojodessigsiure. Die Analysenresultate wurden 
berechnet in Milligrammen zersetzten Eiweibes oder gebildeten Amino- 
stickstoffs pro leem Extrakt. 


Die Wirkung der Monojodessigsdure auf die Léslichkeit der Eiweifbkorper. 

Die Hauptfrage, die uns bei der Wahl der nephelometrischen 
Methode beschaftigte, betraf den direkten EinfluB der Monojodessig- 
siure auf das Substrat. Von Embden und Metz (9) ist gezeigt worden, 
daB die Injektion von Monojodessigsiure bei Tieren zu einer Abnahme 
des léslichen Stickstoffs im Muskelextrakt fiihrt. Diese Abnahme des 
léslichen Stickstoffs schwankte unter den Versuchsbedingungen von 
Embden zwischen 7,65 und 29,3°, und belief sich durchschnittlich 
etwa auf 18°. 

In Hinblick auf diese Befunde haben wir Vorversuche ausgefiihrt 
iiber den EinfluB der Monojodessigsaure auf die Léslichkeit der Gelatine 
unter unseren Versuchsbedingungen, d.h. in Acetatpuffer und Ringer- 
Losung bei pu = 4 und in Phosphatpuffer und Ringer-Lésung bei 


pu = 7.4. 

Die Kontrollproben in allen Verdauungsversuchen weisen darauf 
hin, daB die Monojodessigsiure keinerlei kolloidchemische Veranderungen 
verursacht, die bei den nephelometrischen Messungen zutage traten 
(Tabelle 1); es sind denn auch unser Substrat und alle Bedingungen in 
unseren Experimenten ganzlich verschieden von denjenigen von Embden 
und Metz. 
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Tabelle I. 


Wirkung der Monojodessigsaure auf die Léslichkeit der Gelatine. 








Ve 
Kontroll- . . 
proben Konzentration Nephelometerablesungen 
in Versuch der Gelatine PH 
Nr. ‘ ohne CH, JCOOH mit CH,JCOOH 
5 0,2 4 13 13 
8 0,2 4 10 10 
13 0,2 4 10 10 
30 0,2 7.4 10 10 
33 0,2 7.4 10 10 Ie 
17 I 4 8 8 
22 4 10,5 10.5 » 
43 I 4 10 9,5 
27 1 7.4 10 10 v 
30 1 7.4 10 10 
Die Wirkung der Monojodessigsdure auf die Proteasen. 
Die Wirkung der Monojodessigsiure auf die Gewebsproteasen 
iuBerte sich in einer starken, meist sogar vollstindigen Hemmung 
der Proteolyse bei pu = 4 (Tabelle Ila). Einen solechen EinfluB iibt 
die Monojodessigsiure, wie ersichtlich, sowohl auf die Protease der 
Niere wie auf die Protease der Leber aus. Bei px = 7,4 war unter 
unseren Versuchsbedingungen keine Proteolyse zu beobachten. Bei 
der Bestimmung des Verlaufes der Bildung von Aminostickstoff nach 
van Slyke ergab sich die gleiche ausgesprochen hemmende Wirkung 
der Monojodessigsdiure (Tabelle IIb). 
Gehen wir zu den Versuchen mit Schnitten aus bésartigen Tumoren 
iiber, so sehen wir, dal} deren Protease ebenfalls durch die Monojod- 
essigsiure gehemmt wird. Eine solche Wirkung fanden wir beim Ehrlich- 
schen Mausecarcinom, beim Jensenschen Rattensarkom, beim mensch- 
Tabelle Ila. Ver 
KinfluB der Monojodessigsiure auf die Protease von normalen . 
Gewebsschnitten (vom Kaninchen). 
_ : Zerlegtes Eiweifi in g pro lg , 
Versuch i wed ihanees Pu Gewebs-Trockengewicht 
Nr. ohne CH, JCOOH) mit CHLJCOOH é 
38 Niere 15cem 02°, ige Gelatine 4 0,947 0 : 
38 o am. G2 « a 4 1,840 0 , 
43 i 15ccem 05° ige Gelatine 4 2,340 0,335 
49 “ 15. 05 : 4 5,230 0 
49 Leber 15 , O05 ‘ 4 6,470 0 lic! 
44 Niere 15 , 05 , " 7,6 0 0 01 
47 . 6, 05 , 7,6 0 0 
47 x 15 , 05 7.6 0 0 An 
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Tabelle Ib. 





= Versuch 


Gewebe 


Gebildeter Aminostickstof? in mg 


Art dei a 
Substrat Pu pro Lg Gewebs-Trockenge 


ohne CHLJCOOH mit CHL,JCOOH 


Niere LScem 05° ige Gelatine 4 15.48 1.92 
Go. OD . ri 4 13.8 ) 


Tabelle IIa. 


KintluB der Monojodessigsaure aut die Protease von Nehnitten 


aus bésartigen Tumoren. 








_—" Zerlegtes |} iweils in g pre lg 
Art der Gewebe Substrat Pu Gewebs-Trockengewiclht 
Nr. ohne CHL, JCOOH mit CH,JCOOH 
2 Mausecarcinom l5cem 0.2°,ige 
Gelatine 4 1,036 O.164 
a) s dassell e 4 2 280 ) 
5 23 1D cem 1°,1ge 
Gelatine 4 6.660 0 
: 23 dasselhe 4 2 GOD 0 
24 10cem 1°&,ige 
Gelatine 4 2,220 0 
i 25 Rattensarkom dasselbe 4 2.73 0 
25 - i 4 3.13 0 
7 Lymphosarkom 1l5cem 0,2°.ige 
‘ des Menschen Gelatine 7.4 0.384 0 
7 dasselbe dasselhe 7.4 0.165 0 
S Mausecarcinom me 7.4 0.308 0,222 
30 lNeem 1° ige 
Gelatine 7.4 1.780 ft) 
80 dasselbe 7.4 1.529 ) 
Tabelle IIIb 
Casend Gevilde ter Aminostickstof in mg 
Art der Gewebe Substrat Pu pro 1g Gewebs-Trockengewicht 
Ni ohne CH, JCOOH) mit CH,JCOOH 
23 Mausecarecinom L5cem 1°ige 
Gelatine 4 54.1 11,7 
24 . dasselhe 4 19,7 3.08 
25 Rattensarkom 10cem 1°, ige 
Gelatine 4 47.6 2.34 
25 a dasselbe 4 51.1 16.5 
30 Mausecarcinom " 7.4 11.5 3,17 
30 7.4 5.56 2.97 





lichen Lymphosarkom. Die Wirkung der Monojodessigsiure konnte 
sowohl durch die nephelometrische Methode (Tabelle Ila) wie dureh 
Aminostickstoffbestimmung (Tabelle IIIb)  nachgewiesen werden. 
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In Tabelle LV sind die Ergebnisse von Versuchen mit Zellsuspen- 


sionen aus malignen Tumoren mitgeteilt. 


Tabelle IV. 
KinfluB der Monojodessigsaure auf die Proteolyse von Zell! 


suspensionen aus Meerschweinchenhypernephrom. 





Zerlegtes Eiweili in g pro lg 


—— Art der Gewebe Substrat pu Gewebs-Tumortrockengewicht 
Nr. ohne CH, JCOOH mit CH, JCOOH 
14 l4cem 0,2 %ige 

Gelatine 4 4,860 3,110 
1 dasselbe + 2,529 2.150 
17 10cem 0,2°,ige 


Gelatine 4 7.740 0 
17 dasselbe 4 7.510 0 
17 ‘i 4 7,740 0 
19 12cem 0,2°,ige 
Gelatine 4 5,330 0 
19 dasselbe 4 5.3380 0 
22 = 4 4.600 2 000 
99 x 4 10.000 2.000 
27 10cem 1°, ige 
Gelatine 4 5,550 2,789 


Auf die Protease von zelifreien Extrakten aus normalen Geweben 
wirkt die Monojodessigsiiure gleichfalls hemmend, indem sie die proteo- 
lytische Wirkung mitunter vollstandig aufhebt (Tabelle Va). Das gleiche 
gilt fiir Vetsuche, bei denen die Wirkung der Monojodessigsiure in 
Gegenwart von Aktivatoren — H,S, NaCN oder Zookinase (natiirlicher 
Aktivator aus Leber) untersucht wurde. 


Tabelle Va. 
— 4 . ‘ ' ‘ » 
Eintlu®B der Monojodessigsaure aut die Protease von zellfreien 
Glycerinextrakten. 





Zerlegtes Eiweifi in mg pro leem 


eames = wd Substrat Aktivator DH Gewebs-Extrakt 

Nr. ohne CH, JICOOH | mit CHoJCOOH 
31 Niere 10cem 1°, ige 

Celatine - 4 55.5 35.5 
3 S dasselbe Hs 4 66.7 39.5 
31 - . NaCN 4 69.7 37,5 
45 % a -— 4 41.0 17,9 
48 u e H,s 4 68.0 30,0 
29 : . H,S 4 56,0 0) 
29 - = NaCN 4 44.) 0) 
35 ie “ Zookinase 4 69.7 16.6 
35 Ps ve ne 4 65.5 33.3 
36 - a . 4 75.6 38.8 
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Tabelle Vb. 
KintluB der Monojodessigsaure auf die Protease von zelltreien 


Grlycerinextrakten. 





Gebildeter Aminostickstoff in my 


Versuch Art der pro Leem Gewebsextrakt 


Gewebe Substrat Aktivator PH 
Nr. ohne CHL JCOOH mit CH,JCOOH 
31 Niere 10cem 1°,ige 
Gelatine H,s 4 0,212 0,084 
31 “ dasselbe NaCN 4 0,220 O11Y 
45 PB — 4 0,205 0 
45 am -— 4 0,168 0,135 
48 " s H,s 4 0,180 0.045 


Tabelle Ve. 
Leberextrakt nach vorangehender Extraktion des natiirlichen 
Aktivators. 





Zerlegtes Eiweifi in g 


Versue Ar e ‘ti- . she t t 
ersuch —— Substrat — pu pro leem Leberextrak 

Nr. ohne CH, JCOOH | mit CH,JCOOH 

50 Leber 10cem 0,5%ige 

Gelatine 4 0.041 0.041 

50 m dasselbe Hs 4 0,250 0) 

D9 se = NaCN 4 0.168 0.150 

51 . ‘ H,s 4 0,250 0 

D1 - me NaCN. 4 O170 0159 


Tabelle VI. 
EinfluB der Monojodessigsaure auf die Protease von zellfreien 


Extrakten aus bésartigen Tumoren. 





Zerlegtes Eiweili in mg 

Versuch _— Substrat —_— pH pro leem Gewebsextrakt 
Nr. ohne CH,JCOOH mit CH,JCOOH 

32 Ratten- 1Ocem 1%ige 

sarkom Gelatine 4 34.3 30,2 

32 dasselbe dasselbe NaCN 4 45.8 28,0 

42 a - - 4 47.3 34.4 

42 ; 7 Hs 4 53.2 16.0 


Wie ersichtlich, wird die Aktivierung des Fermentes  mittels 
Schwefelwasserstoff durch die Wirkung der Monojodessigsiure auf- 
gehoben; die Aktivierung durch Cyanid wird hingegen wenig durch dice 
Jodessigsiure beeinfluBt. 

Es muB darauf hingewiesen werden, daB die Wirkung der Aktiva- 


toren in unseren Versuchen nicht immer zutage trat. Es konnte moglich 
sein, daB die Zookinase in einigen Fallen von vornherein mitsamt der 
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Protease in den Glycerinextrakt iibergegangen war und das Ferment 
bereits in aktivierter Form vorlag. Die vorher angefiihrten Daten 
sind als einige Beispiele der zahlreichen eindeutigen Ergebnisse unserer 
Versuche anzusehen, 

Wie ersichtlich, beschrinkt sich die Wirkung der Monojodessig- 
siure auf den Eiweibstoffwechsel nicht nur auf kolloidchemische Er- 
scheinungen, die die Zelle oder die Léslichkeit der EiweiBstoffe beein- 
flussen. 

Lundsgaard (10) hat das vollstéindige Fehlen eines Parallelismus 
zwischen der kolloidchemischen \Wirkung des Giftes und seiner 
hemmenden Wirkung auf die Glykolyse und die Girung nachgewiesen. 

Der innere Mechanismus dieser Erscheinung ist uns noch unklar. 
Ks ist aber an die von Waldschmidt-Leitz (11), Grassmann, Krebs u. a. 
gemachten Entdeckungen der Rolle des Cystin-Cysteinsystems bei der 
Proteolyse wie auch bei vielen anderen enzymatischen Prozessen (De- 
phosphorylierung, Starkespaltung) zu denken. Andererseits ist von 
Klasson (12) die Reaktion zwischen halogensubstituierter K[ssigsiure 
und Sulfhydrylgruppe der organischen Verbindungen — festgestellt. 
Daher ist es vielleicht moéglich, die Hemmung der Proteolyse durch 
Monojodessigsiure der Wirkung dieses Giftes auf das natiirliche Sulf- 
hvdryl-Co-Ferment der Proteolyse zuzuschreiben. 


Zusammenfassung, 


1. Monojodessigsiure hemmt in einer Konzentration von m/LOOO 
pro Liter die Wirkung der Gewebsprotease. 

2. Diese Wirkung kann bei der Verdauung von Gelatine durch 
Gewebsschnitte aus normalen Organen (Niere, Leber), durch Tumor- 
schnitte und durch zellfreie Extrakte aus normalen Organen und_ bés- 
artigen Tumoren beobachtet werden. 

3. Es wird die Annahme ausgesprochen, daB die Wirkung der 
Jodessigsiure auf den natiirlichen Aktivator gerichtet ist. 


Literatur. 

1) Diese Zeitschr. 220, 1, 1930. 2) ie; 3) Naturwiss. 17, 85, 
1929; 18, 280, 1930. 4) Zeitschr. f. physiol. Chem. 186, 183. 5) Diese 
Zeitschr. 288, 147, 1931. 6) Ebenda 241, 108, 1931. 7) Stoffwechsel der 
Tumoren, 1926. 8) Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 17, 1930. 9) Ebenda 
192. 233, 1931. 10) Diese Zeitschr. 250, 61, 1932. 11) Naturwiss. 20. 
122, 1932. 12) Chem. Centralbl. 89. 732. 
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Uber den Einflu6 der Muskelarbeit auf die Oxydation im Koérper 
nach Mabgabe der Lage 
des Harnkohlenstoff- und Oxydationsquotienten. 


Von 


Izumi Kanai. 


(Aus den seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an det 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 9. Februar 1935.) 


Aufgabe meiner vorliegenden Untersuchung war es, durch die summa- 
rische Harnanalyse festzustellen, in welcher Weise durch kérperlich 
Bewegung bei normalen Individuen die Lage der Harnquotienten C : N, 
Vakat-O : N und Vakat-O : C verdndert wird}. 

J. Remesow (3) hatte bei der Untersuchung von Arbeitern in einem 
groBen Leningrader Werk gefunden, da bei Eintritt von Ubermiidungs- 
erscheinungen bei der Handarbeit am laufenden Bande Erhéhungen des 
Harnquotienten C: N auftraten. Die Quotientsteigerungen waren ungefaikr 
proportional dem Grade der geleisteten Arbeit. Die Quotientsteigerungen 
waren um so nachhaltiger und um so schwerer riickbildungsfihig, je gréBer 
die Ubermiidung war. Dann etablierte sich eine Stoffwechsellage, oder 
besser gesagt eine Stoffwechselanomalie, die als dysoxydative Carbonurie 
(Bickel und Kauffmann-Cosla) bezeichnet wird. 

Meine eigenen Versuche habe ich, wie oben schon erwahnt wurde, 
an normalen Individuen, und zwar, wie ich jetzt zufiige, an weiben 
Ratten ausgefiihrt. Die Remesowschen Beobachtungen sind am Menschen 
und vor allem am tibermiideten Menschen gewonnen. Es ist nétig, diesen 
Unterschied in den Versuchsvoraussetzungen hier zu betonen. Denn die 
intermediaren Umsetzungen kénnen in einem normalen Kérper selbst 
bei starker Muskelarbeit anders verlaufen als in einem tibermiideten 

! Friihere arbeitsphysiologische Untersuchungen von mir, die zu der 
vorliegenden eine gewisse Beziehung haben, finden sich unter Nr. | und 2 
des Literaturverzeichnisses. 
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oder sonst pathologisch umgestellten Organismus bei der gleichen 
Arbeit. Der Effekt der Muskelarbeit hangt nicht nur von dem 
MaB der Arbeit, sondern auch von dem Allgemeinzustand des 
Korpers ab. 

Diese These ergibt sich z. B. aus folgenden Beobachtungen. Wenn 
bei der Muskelarbeit die O,-Zufuhr zu den Ké6rperzellen hinreichend ist, 
dann findet die Kohlenhydrat verwertung in qualitativ normaler Weise statt, 
quantitativ ist der Kohlenhydratumsatz sogar gesteigert. Wenn aber die 
O,-Zutuhr zu den Zellen notleidet, dann stellt sich eine St6érung im Kohlen- 
hydratabbau ein, die Zuckeroxydation wird nicht mehr in normalem Umtange 
durchgefiihrt, es erscheinen im Blute und Harn Produkte des partiellen 
Zuckerabbaues, z. B. Milchsaéure, in vermehrter Menge. Dadurch kénnen 
dann sekundare azidotische Erscheinungen ausgelést werden, auf die die 
Vermehrung des Harnammoniaks hinweist, kurz, es stellt sich das Bild 
der dysoxydativen Carbonurie ein. Ein Beispiel dafiir, da auch der Effekt 
verschieden groBer Muskelarbeit bei dem gleichen allgemeinen kérper- 
lichen Zustand verschieden sein kann, gibt uns das Studium des Diabetes 
an die Hand [G@rafe (4) (5)].. Beim gesunden Menschen wirkt eine intensive 
Muskelarbeit niemals glykosurisch. Ob sie trotzdem dyscarbonurisch 
wirken kann, bleibt dahingestellt. Beim Diabetiker wirkt intensive Muskel- 
arbeit immer hyperglykamisch und glykosurisch; leichte Muskelarbeit 
aber bewirkt entweder eine Herabsetzung der diabetischen Hyperglykamie 
und Glykosurie oder ist ohne EinfluB auf dieselbe. In diesem letzteren 
Falle der hypoglykamisierenden Wirkung der Muskelarbeit beim Diabetiker 
steigt oft auch der respiratorische Quotient, es wird mehr Zucker verbraucht, 
und es wird Glykogen in vermehrter Menge gebildet [Embden (6)|. Man 
sieht also, daB bei dem gleichen pathologischen kérperlichen Allgemein- 
zustand eine schwache Muskelarbeit die Zuckeroxydation beférdert, eine 
erschépfende kérperliche Arbeit aber die Zuckeroxydation hemmt. Im 
letzten Falle haben wir es wieder mit einer dysoxydativ-carbonurischen 
Erscheinung zu tun. 

DaB durch kérperliche Arbeit auch der Lungengaswechsel beeinflubt 
wird, ist bekannt. Die wichtigsten hierhergehérigen Erfahrungen lassen 
sich folgendermaBen zusammenfassen. 

Bei schwerer kérperlicher Arbeit steigt der Luftsauerstoffverbrauch 
an, aber es bleibt trotzdem in den ersten 3 bis 4 Minuten zunachst ein 
O,-Defizit bestehen, weil die O,-Aufnahme nicht gleichen Schritt mit dem 
durch die Arbeit bedingten, erhéhten O,-Bedarf halt. Darauf wird jedoch 
ein Gleichgewichtszustand erreicht, bei dem O,-Bedarf und O,-Verbrauch 
sich decken. Das anfangs entstandene Defizit bleibt aber bestehen. Bei 
erschépfender Muskelarbeit wird der genannte Gleichgewichtszustand 
(,,steady states nach Hill) tiberhaupt nicht erreicht, sondern das Defizit 
vergr6Bert sich mehr und mehr. Der Defizitausgleich findet in allen Fallen 
erst nach Beendigung der Arbeit bei der Erholung statt. Bei der schweren 
Arbeit ist auch noch | bis 2 Tage nach Beendigung derselben eine mabige 
Grundumsatzsteigerung als Spatwirkung nachweisbar, die nichts mehr 
zu tun hat mit der Deckung des wahrend der Arbeit entstandenen O,- 
Defizits. Bei der schweren Arbeit liegt der respiratorische Quotient anfangs 
niedrig, weil im Beginn infolge einer ungeniigenden Ventilation Kohlen- 
sdure nicht geniigend abdunstet, aber Sauerstoff bereits vermehrt ver- 
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braucht wird. Bald aber stellt sich die erforderliche Lungenventilation ein; 
dann steigt der respiratorische Quotient, und zwar steigt er um so starker an, 
je intensiver die Arbeit ist. Dabei kann die CO -Ausscheidung sogar die 
O,-Aufnahme iiberholen, so da Werte des respiratorischen Quotienten 
von | und iiber | bis fast 2 erreicht werden, weil noch tiberschiissige C Og,- 
Mengen, die im Initialstudium der Arbeit nicht abgedunstet wurden, vor- 
handen sind und jetzt abgedunstet werden. Das alles gilt aber nur fiir die 
Arbeitsperiode, in der der ,.steady state’ noch nicht erreicht ist. Ist e1 
erreicht, so sinkt wieder der respiratorische Quotient. Insbesondere iiber- 
trifft nach Beendigung der Arbeit bei der Erholung die O,-Autnahme wiede1 
die CO,-Abgabe. Im allgemeinen mu man mit Hersheimer (7) sagen, 
daB die O,-Aufnahme sich in der verschiedensten Weise auf die Periode 
der Arbeit und die der Erholung verteilen wird, Je nachdem die Arbeit 
kurze oder lange Zeit dauert, und je nachdem sie schwer oder leicht ist. 
Bei einer nur wenige Sekunden dauernden intensiven Arbeit, bei der der 
O,-Verbrauch ein recht erheblicher ist, wird waihrend der Arbeit selbst nur 
verhaltnismaBig wenig O, aufgenommen werden kénnen. Die Hauptmenge 
des Bedarts wird erst nach SchluB der Arbeit. in der Erholung aufgenommen. 
Je langer die Arbeit dauert und je weniger intensiv sie ist, um so mehr O, 
kann zur Deckung des Bedarts wahrend der Arbeit aufgenommen werden, 
und um so geringer wird das Defizit sein. Der Sauerstoffbedart fiir eine 
Arbeit ist also der O,-Verbrauch wahrend der Arbeit und wahrend det 
Erholung abziiglich des wahrend dieser ganzen Zeit auf den Grundumsatz 
entfallenden Anteiles des O,-Verbrauches. Die Dauer der Erholung ist 
aber abhangig vom Grade der voraufgegangenen Arbeit. Wenn wahrend 
der Arbeit der sogenannte ,,steady state’ von Hill erreicht wird, ist das 
Gleichgewicht vorhanden, und es kénnte theoretisch aus Griinden des 
O,-Bedarfs die Arbeit ad infinitum fortgesetzt werden. Der Ausgleich des 
initialen O -Defizits wiirde aber auch in diesem Falle nicht wahrend der 
Arbeit, sondern erst nach Beendigung der Arbeit erreicht. 

Eine Spatwirkung der Arbeit auf den Grundumsatz, wie wir sie bei 
der sechweren Arbeit kennenlernten, besteht bei der leichten Arbeit nicht. 
Denn diese Spaitwirkung hangt wohl mit nachhaltigen Stoffwechselstérungen 
zusammen, die durch den O,-Mangel in den Geweben wahrend der schweren 
Arbeit ausgelést werden. und die wohl vor allem mit einer Steigerung des 
EiweiBzerfalls im AnschluB an eine derartige starke Arbeit zusammen- 
hangen (Oppenheim, Pfliigers Arch. 1880; Zuntz und Schumburg, Physiologie 
des Menschen, Berlin 1901, u. a.). 

Die Grépe des O,-Verbrauchs bei den verschiedenen Arbeitsarten 
richtet sich in ganz bestimmtem Verhdltnis nach der ArbeitsgréBe. Bei 
einer untermaximalen Steady state-Arbeit wachst der O,-Verbrauch in 
direktem Verhdltnis zur Arbeitsintensitat. 

Beim Training nimmt der O,-Verbrauch fiir die zu leistende Arbeit 
allmahlich ab, weil vor dem Training diese Arbeit mit viel unniitzer 
~ . . s ° 
Nebenarbeit infolge der mangelhaften Ubung verkniipft war. Im 
Verlauf des Trainings lernt erst der Kérper ein HéchstmaB der ge- 
forderten Arbeit mit méglichst geringem Aufwand von unniitzer Neben- 
arbeit zu vollbringen. Was hier fiir den Sauerstoff gesagt wurde, das gilt 
auch sinngemaB fiir die Kohlensiure. Das Verhalten des O,-Verbrauchs 


ag 
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im Stadium der Ermiidung ist bisher noch voéllig'in Dunkel gehillt 
Die Lésung dieses Problems ist um so schwieriger, als die Ermiidung 
wahrscheinlich ein aus verschiedenen Komponenten sich zusammen- 
setzendes Symptom ist, dessen Eintritt gar nicht mit bestimmten Ande. 
rungen im Gasstoffwechsel zusammenzuhangen braucht. 

Zusammenjassend ist also zu sagen, daB der Ablauf der Oxydationen 
im Korper bei der Arbeit und wiaihrend der Erholung einmal abhangig 
ist von gewissen Allgemeinbedingungen, unter denen sich der arbeitende 
Koérper befindet (Training, normale O,-Zufuhr oder starke Abweichung 
der O,-Zufuhr vom Durchschnitt der Norm,  stoffwechselgesunder 
Koérper oder stoffwechselkranker Koérper usw.), ferner abhangig ist 
von der Intensitat und Dauer der Arbeit. Unbefriedigend sind vor allem 
die Ergebnisse der Lungengaswechseluntersuchungen bei der Ermiidung, 
die sich natiirlich ebensowohl im AnschluB an eine schwere, wie auch 
an eine durchaus leichte Arbeit in Abhangigkeit von dem Allgemein- 
zustande des Korpers und der Dauer der Arbeit einstellen kann, ohne 
da8 wir fiir ihren Grad entsprechende Anderungen am Lungengaswechsel 
nachzuweisen vermégen. Die Ermiidung mu aber letzten Endes in 
einer Stoffwechselalteration begriindet sein. So lag es auf der Hand, 
die Frage zu untersuchen, ob, abgeschen von den quantitativen Anderungen 
im O,-Verbrauch, sich bei der Arbeit noch in anderer, vielleicht qualitativer 
Richtung generelle Anderungen in der Oxydationslage des Kérpers nach- 
weisen lieBen, die vielleicht auch proportional der Grdpe der geleisteten 
Arbeit verlaufen, und die uns dazu einen Anhaltspunkt fiir das Verstdndnis 
des Problems der Ermiidung geben kénnten. 

Mit Hilfe der Feststellung der Harnquotienten C: N, Vakat-O: N 
und Vakat-O : © war es méglich, hier vorwirts zu kommen. Uber diese 
Experimente will ich nunmehr berichten. 


Versuchsanordnung. 


Meine Versuchstiere waren weiBbe Ratten von etwa 150 bis 170 g Korper- 
gewicht. Jedes Tier saB in einem besonderen, runden Stoffwechselkatiy 
von 14cm Durchmesser. Die GréBe des Kiafigs war so gewahlt, daB das 
Tier im wesentlichen sich ruhig verhalten muBte. In einer Vorperiode 
wurden die Tiere bei kérperlicher Ruhe gehalten. In der Hauptperiode 
muBten sie taglich in der Lauftrommel eine bestimmte Arbeit leisten. Der 
Umfang der Lauftrommel war 140 cm. Die Umdrehungsgeschwindigkeit 
konnte durch Regulierung des elektrischen Motors, der die Trommel drehte. 
in beliebiger Weise bestimmt werden. Ich wahlte Umdrehungszahlen in der 
Minute von 8 bis 16. Die Berechnung der geleisteten Arbeit erfolgt durch 
das Produkt aus den Werten: Zahl der Trommelumdrehungen pro Minute 
mal Dauer der geleisteten Arbeit. Die tagliche Arbeit wurde bei héheren 
Graden der Arbeit nicht in einem Zuge, sondern in einzelnen Abschnitten 
mit dazwischen gelegten Pausen geleistet. Immer dauerte eine Arbeits- 
periode 30 Minuten. Sollte eine Ratte zweimal 30 Minuten am Tage arbeiten, 
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so mubte sie morgens und abends je 30 Minuten laufen. Sollte sie viermal 
30 Minuten arbeiten, so eB ich sie zweimal 30 Minuten mit 10 Minuten 
Zwischenpause morgens und abends laufen. In den Protokollen sind die 
hberechneten Gesamtlaufstrecken in Metern angegeben. 

In der Regel habe ich nach einer Ruhevorperiode von 6 Tagen die Tiere 
einer von 3 zu 3 Tagen sich steigernden Arbeit unterworfen. Nachdem 
ein gewisses hohes MaB der Arbeitsleistung erreicht war. habe ich die Tiere 
wieder 6 Tage bei kérperlicher Ruhe gehalten, im AnschluB daran habe ich 
vielfach die Tiere dann noch einmal wahrend 6 Tagen einer sehr starken 
kérperlichen Arbeit unterworfen, indem ich von vornherein mit der starken 
taglichen k6érperlichen Arbeit begann, die wihrend aller Tage in dieset 
letzten Periode gleich war. Wahrend der ganzen Versuchszeit bekamen alle 
Tiere das gleiche Futter. Die tagliche Futterration fiir ein Tier bestand aus: 


Kartoffelstirke ......... ILdg 
Semmemmenl ...:.+%2+2+4+«. 609g 
prisone Teutter . . 1. sw «ss ss « SOQ 
re 
frischer Zitronensaft . . . . . . . O.5c¢em 
IO ce ee oe 
Levtumgewaseer. «1 in wt sw ss WO ,, 
Die gesamte Futtermenge enthielt 1,768 ¢ Eiweifi (0.283 ¢ N). 

Die Zubereitung des Futters geschah derart, da die Starke mit Kuh 
milch und Wasser aufgekocht wurde, die tibrigen Nahrungsbestandteile 
wurden danach daruntergemischt. Die gesamte Nahrung war ein homogener 
Brei. Die N-Berechnung erfolgte nach der Tabelle in Aénigs Handbuch. 

Der Harn wurde in 24stiindigen Perioden quantitativ  gesammoelt. 
Der Harn-C wurde nach der Methode Nicloux-Osuka (8), der Harn-Vakat-O 
nach der Methode Miiller-Kanitz (9), der Harn-N nach der Halbmikro- 
methode von Kjeldahl bestimmt. 


Die oben genannte Futterration wurde taglich genau cquantitatir 
jedem Tiere gegeben Der nach 24 Stunden noch vorhandene Futterrest 
wurde zuriickgewogen. So stand fiir jeden Tag die tatsachliche Nahrungs- 
aufnahme genau fest. 


In den folgenden Tabellen sind immer die Durchschnittswerte der 
Analysen und sonstige Mae fiir drei aufeinanderfolgende Tage angegeben. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Entsprechend dem Grade der sich allmablich steigernden kérperlichen 
Anstrengung stellt sich bei levehter und mittelschwerer Arbeit und gleich- 
zeitigem Training eine parallel mit der Arbeitsgr6Be fortschreitende Senkung 
des Harnquotienten C:N und Vakat-O:N ein, die vor allem auf einer 
Abnahme der dysoxydablen Substanz (C und Vakat-O) bei gleichbleibender 
N-Ausfuhr beruht. Bei starker kérperlicher Anstrengung und fortygesetztem 
Training ist die N-Ausscheidung entsprechend dem dabei auftretenden 
starken Eiweibzerfall vergr6Bert, im tibrigen zeigt die dysoxydable Substanz, 
daB haufig der C-Gehalt und der Wert fiir Vakat-O im Harn vergrébert 
ist. Trotzdem weisen die Harnquotienten C:N und Vakat-O: N in der 
Regel noch die fortschreitende Erniedrigung auf, weil die Harn-N-Ver 
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mehrung die Vermehrung der tbrigen dysoxydablen Substanz tibertrifft, 
aber ausnahmsweise kann auch ein Harnquotient einmmal eine héhere Lage 
zeigen, die aber dann immer noch niedriger als die Lage in der Ruhevorperiode 
ist. In allen Fallen ist der Quotient Vakat-O:C im Harn bei der sich all 
mahlich steigernden kérperlichen Arbeit bet gleichzeitigem Training im 
Vergleich zum Ruhezustand nach einer anfanglichen voriibergehenden 
leichten Steigerung erniedrigt; die Erniedrigung dieses Quotienten geht 
dann progressiv mit der GréBe der Arbeitsleistung voran. Wenn man an 
eine solche Arbeitsperiode, in der die tagliche Arbeitsleistung allmablich 
bis zu einem gewissen Héhepunkt, z. B. bis zu 2184 Laufmetern getrieben 
wurde, plétzlich eine Ruheperiode anschlieBt, dann kehrt zunachst in den 
ersten 3 Tagen der Ruheperiode die N-Ausscheidung durch den Harn 
ziemlich rasch auf den Anfangswert in der Ruhevorperiode des Versuchs 
zuriick. Die Werte fiir C und Vakat-O vergr6Bern sich nach dem plétzlichen 
Aussetzen der Arbeit zunachst ein wenig, liegen aber immer noch unter 
den entsprechenden Werten der Ruhevorperiode. Darum steigen die 
Quotienten C:N und Vakat-O:N allmahlich an, liegen aber zunichst 
noch unter den Ruhevorperiodenwerten. In den zweiten drei Ruhetagen der 
Periode nach der briisken Arbeitsunterbrechung erreichen samtliche Werte 
fiir C, Vakat-O und die Quotienten die Werte, die sie in der Ruhevorperiode 
hatten. Wenn man nun nach einer langeren Ruhe von 6 Tagen plétzlich, 
also ohne allmdahliches Training, eine Arbeit ausfiihren laBt, die diejenige 
im Endstadium der ersten Arbeitsperiode unmittelbar vor dem briisken 
Unterbrechen der Arbeit bei weitem tibertrifft, dann erhéhen sich in den 
ersten 3 Tagen die Werte fiir C, Vakat-O und N im Harn in folgendem 
Verhaltnis: C < Vakat-O < N. Demgemal} sinken die Quotienten C:N 
und Vakat-O:N. Nur der Quotient Vakat-O:C ist immer erhéht. In 
den folgenden 3 Tagen vermindern sich die C- und Vakat-O-Werte, aber N 
bleibt auf dem alten, erhéhten Wert. Die Quotienten C:N und Vakat-O:N 
sinken also weiter; Vakat-O:(C sinkt jetzt ebenfalls. In diesem zweiten 
dreitagigen Abschnitt macht sich wohl schon wieder ein Training geltend. 

Aus diesen Beobachtungen geht hervor, dag eine plétzlich einsetzende 
starke Arbeit ohne unmittelbar vorangeqangenes Training zur Harnquotient- 
senkung fiihrt, daB nur anfangs die dysoxydable Harnsubstanz nicht den 
relativ vollkommenen Oxydationszustand erkennen labt, den sie spate 
gewinnt. 

Interessant ist, daB bei gréBerer Arbeit und gleichzeitigem Training 
die absoluten Werte fiir die dysoxydable Harnsubstanz (C und Vakat-O) 
zwar noch im Vergleich zum Ruhezustand des Korpers vermindert sind, 
aber doch nicht mehr so stark vermindert sind, wie bei der etwas leichteren 
Arbeit, daB sie also bei der Steigerung der Arbeit tiber einem gewissen 
Mittelwert eine Neigung zur Vermehrung erkennen lassen. Das war auch 
anfanglich besonders deutlich der Fall, als man nach einer sechstagigen 
Ruheperiode plétzlich eine maximale Leistung verlangte. Hier waren die 
Werte fiir C und Vakat-O sogar iiber die entsprechenden Werte in der Ruhe- 
vorperiode erhéht. Erst als dann Training bei dieser sehr starken Arbeit 
hinzukam, sanken die Werte wieder. Es zeigt sich also, dai bei einer be- 
stimmten Erhéhung der Arbeitsleistung mit oder ohne Training Anzeichen 
fiir eine Verschlechterung der Oxydationslage des Koérpers auftreten. Das 
wurde auch an den hohen Lagen des Quotienten Vakat-O: C besonders 
bei der ohne voraufgehendes Training verlangten groBben Arbeitsleistung 
offenbar. Interessant sind diese Beobachtungen vor allem auch deshalb, weil 
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gerade zu der Zeit, in der die Verschlechterung der Oxvydationslage sich an 
hiindete, auch die allgemeine Ermtidung meiner Versuchsticre am starksten 
und nachhaltigsten war. 


Der Gedanke liegt nahe, dapi dann, wenn sich der Zustand einer mehr 
chronischen, schwerer reparablen Ermiidung etabliert, die Vermehrung der 
dysoxydablen Substanz und die Verschlechterung thres Oxydationszustandes 
weitere Fortschritte macht, und dafs dann ein Umschwung in der Harnquotient- 
lage schlieBlich zustande kommt, der in meinen Versuchen sich vielleicht schon 
von ferne ankiindigte, der dann schlieBlich zu einer Steigerung der Harn- 
quotienten und zur Ausbildung eines manifesten Zustandes der dysoxrydativen 
Carbonurie fihrt, wie sie Remesow bei seinen dibermiideten Arbeitern fand. 


Bei meinen Versuchstieren stellte sich bei den Arbeitshdéchstleistungen 
bereits eine Verschlechterung in der Nahrungsaufnahme ein, das Korper- 
gewicht, das vorher immer zugenommen hatte, blieb stehen oder sank 
ein wenig, die N-Bilanz, die urspriinglich stark positiv gewesen war, niiherte 
sich dem Nullwert. Das sind alles Erscheinungen, die man wohl als Zeichen 
der Ermiidung ansprechen darf und bei denen in der Tat der Stoffwechsel 
ganz anders alteriert wurde als bei der mittleren und leichten Arbeit. die 
ohne nachhaltige Ermiidung geleistet wurde. Zur Frage der Beteiligung 
des Eiweifstoffwechsels bei der Muskelarbeit tragen meine Versuche folgendes 
bei. Bei Rattenversuchen zeigte die N-Ausscheidung bei leichter und 
mittlerer Arbeit keinerlei Anderung im Vergleich zur Ruhevorperiode. 
Bei schwerer Arbeit aber vergr6Berte sich die N-Ausscheidung, und die 
N-Bilanz biiBte an Positivitat ein. In diesem Zusammenhang erwaline ich, 
daB Remesow im Stadium der Ermiidung bei seinen Versuchspersonen 
sogar eine negative N-Bilanz fand und daB der Aminoséure-N im Harn 
stark auf Kosten anderer N-Verbindungen erhéht war. Herawheimer (7) 
schreibt restimierend tber die Beteiligung des Eiweifistoffwechsels bei 
der Muskelarbeit, daB auch EiweiBkérper dabei in erhéhtem Mabe abgenutzt 
werden. Ob dies aber im gleichen Verhaltnis geschehe. in dem die Gesamtheit 
der Verbrennungen gesteigert wird, sei ganz unsicher. 


Zusammenfassung. 

1. Beim gesunden Koérper fithrt Muskelarbeit aller Grade bei gleich- 
zeitigem Training zu einer Senkung der Harnquotienten C: N, Vakat- 
O:N und Vakat-O: C, d. h. zu einer qualitativ vollstandigeren Durch- 
oxydierung des Materials mit relativ weitgehender Oxydation der 
dysoxydablen Harnsubstanz. 


2. Beim Auftreten von Anzeichen einer starken Ermiidung, be- 
sonders bei einer schweren Arbeit ohne voraufgehendes Training treten 
an den genannten Harnquotienten Erscheinungen auf, die im Sinne 
einer beginnenden Oxydationsverschlechterung in qualitativer Hinsicht 
gedeutet werden. 


3. Bei leichter und mittlerer Arbeit zeigt der N-Umsatz keine 
nennenswerten Anderungen, bei schwerer Arbeit und besonders bei 


schwerer Arbeit mit gleichzeitigen Allgemeinerscheinungen  grober 
Ermiidung tritt eine Erhédhung des N-Umsatzes ein. 
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4. Als objektive Erscheinungen am Stoffwechsel fiir die allgemeine 
Ermiidung bei kérperlicher Arbeit scheinen zu gelten: a) Verminderung 
des Appetits; b) Neigung zu Korpergewichtsabnahme ; c) Verminderung 
der Positivitit der N-Bilanz bzw. Negativitat der Bilanz; d) Anderung 
der Oxydationslage des Korpers im Sinne einer qualitativen Verschlech- 
terung der Oxydation, neben einer absoluten Vermehrung der dys- 
oxydablen Harnsubstanz (C und Vakat-O) Steigerung des Harn. 
quotienten Vakat-O:C als Frithsymptom. 


Literatur. 

1) Abe, Fukui u. Kanai, J. of Japan. naval med. association 1921. — 
2) Kanai, ebenda Nr. 5, 1932. 3) Remesow, nach einer miindlichen Mit 
teilung von Prot. Bickel. 4) Grafe, Die Krankheiten des Stoffwechsel- 
und ihre Behandlung. Springer, 1981, 8. 238. 5) Grafe u. Salomon, 
Deutsch. Arch. f. klin. Med. 189, 369, 1922. 6) Embden, zitiert nach 
Grafe, 1. c. S. 239. 7) Herxheimer, Grundri®B der Sportmedizin, 1933. 
8) Osuka, diese Zeitschr. 244, 284, 1932. 9) Kanitz, ebenda 249, 234, 1932. 
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Uber die Unabhingigkeit von Wachstumseigenschaften 
und Stoffwechseltypus der malignen Zelle. 


Von 
F. Eiehholtz, W. Keil und L. Kluge. 


(Aus dem Pharmakologischen Universitats-Institut Konigsberg i. Pr.) 


(Eingegangen am 10, Februar 1933.) 


Ks ist die Frage aufgeworfen worden, ob die Wachstumseigen- 
schaften der Carcinomzelle mit ihrem Stoffwechseltypus unauflésbar 
verbunden sind. Sind diese beiden Charakteristika der Carcinomzelle 
der verschiedene Ausdruck des gleichen Grundvorganges, oder ist. viel- 
leicht sogar der Stoffwechseltypus die Ursache des malignen Wachstums / 
Nach dem Versagen aller therapeutischen Versuche (Hecht und Lich- 
holtz!, Krah?, Bishof und Maaxwell*), die von der Idee der Wieder- 
herstellung eines normalen Stoffwechsels ausgingen, sind weitgehende 
Zweifel berechtigt. In der Tat lassen sich, wie in einer friiheren Arbeit 
gezeigt wurde, Wachstumseigenschaften und Stoffwechseltypus der 
malignen Zelle vollig voneinander trennen, und zwar durch Réntgen- 
bestrahlung. 

Soweit das Teilgebiet der energieliefernden Reaktionen betroffen ist, 
ist diese Tatsache an anderen biologischen Objekten, namlich Erythrocyten, 
Mikroorganismen und embryonalem Gewebe, bereits friiher von Wels4 
demonstriert worden. Hiernach wird weder die Atmung noch die Glykolyse 
durch wachstumshemmende Roéntgendosen beeinfluBt. Von den energie- 
liefernden Reaktionen ist die Glykolyse die strahlenempfindlichste, und 
man hat immer noch mit der Méglichkeit gerechnet, daB im Bereich der 
therapeutischen Strahlendosis auch eine Glykolysehemmung — eintritt 
(Hubert®). Fiir die maligne Zelle ist die Frage dann von AKei/l® eindeutig 
dahin entschieden worden, daB bei einer wachstumswirksamen Rontgen 
dosis, Atmung und Garung vollig oder nahezu véllig unbeeinfluBt bleiben, 


1G. Hecht u. F. Eichholtz, diese Zeitschr. 206, 282, 1929. 

2 BE. Krah, ebenda 219, 432 u. 444, 1930. 

3 F. Bishofu. L. C. Maxwell, J. of Pharm. 40, 1, 1930. 

' P. Wels, Pfliigers Arch. 208, 262, 1924; 206, 268, 1924; 207, 156. 1925. 
5 G'. Hubert, Pfliigers Arch. 223, 333, 1929. 

8 W. Keil, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 167, 338, 1932. 
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und dab auch die in einzelnen Fallen beobachteten Differenzen gesetz 
maBige Beziehungen zwischen Atmung, Gérung auf der einen Seite und 
Wachstumsgeschwindigkeit andererseits nicht erkennen lassen. Weiter 
fanden Kluge und Zwerg!, daB die wachstumswirksame Réntgendosis bei 
Sarkomratten ohne nachweisbaren Einflu®B auf den Mineralbestand der 
malignen Zelle ist. Nur altere weibliche Tiere bildeten hierbei eine Aus- 
nahme. Aeil(a.a. O.) zeigte dann, dali der gesteigerte Gehalt der malignen 
Zelle an Arginase, Histidase, autolytischen Fermenten und Phosphatase durch 
eine wachstumswirksame Rontgenbestrahlung ebenfalls nicht zu beeinflussen 
ist. Auch die anorganischen Phosphate verandern sich nicht, auch nicht 
bei weitgehender Ummineralisierung. Bisher deutet keine Beobachtung 
darauf hin, dafi die mit dem Wachstumsvorgang in besondere Beziehung 
gebrachten Nucleoproteide des Zellkernes durch eine therapeutische Réntgen- 
dosis beeinfluBt witirden. 

Zusammenfassend wird die Tatsache festgestellt, dap Wachstums- 
eigenschaften und Stoffwechseltypus der malignen Zelle, soweit er bis 
heute methodisch erfaBt werden kann, unabhdngig voneinander sind. Es 
ist keine chemische Reaktion der malignen Zelle bekannt, die auf eine 
wachstumswirksame Réntgendosis anspricht. Es ist selbstverstandlich 
zu erwarten, daB bei weiteren Forschungen, die bevorstehen, chemische 
oder physikalische Reaktionen der Zelle aufgedeckt werden, die sich 
gleichzeitig mit dem Wachstum verandern, und die infolgedessen fiir 
das praktische Problem der Carcinomtherapie eine wesentlich héhere 
Bedeutung besitzen sollten als Atmung, Géarung, Mineralstoffwechsel 
oder die anderen bis heute erfaBten chemischen Sondereigenschaften 
der malignen Zelle. Allerdings wird auch dann noch der Beweis zu fiihren 
sein, ob diese, heute noch unbekannte, chemische Reaktion der malignen 
Zelle ursichlich mit dem Wachstum zusammenhangt. 

Nach Abschlu8 dieser Arbeiten weisen Reiss und Hochwald? daraut 
hin, daB Hypophysenvorderlappenhormon eine Steigerung der Milchsaéure- 
bildung durch St6rung der Milchsaéuresynthese bewirke. Durch gleich- 
zeitig hohes Angebot von Traubenzucker soll eine weitere Steigerung der 
Milchséurebildung bewirkt werden, und es soll eine so starke Stérung det 
energetischen Vorgange in der malignen Zelle eintreten, da der Tumor 
abstirbt. Diese kombinierte Behandlung wird sogar fiir die Therapie am 
Menschen in Betracht gezogen. 

In Anbetracht der groBen Wichtigkeit dieser Frage haben wir zuerst 
die Ergebnisse mit Hypophysenvorderlappenhormon nachgepriift. 

Als Versuchstiere dienten weibe Ratten mit multiplen Impfsarkomen 
(Eichholtz*). Wie aus der Tabelle ohne weiteres ersichtlich, fanden wir im 
Gregensatz zu Reiss und Hochwald (a. a.O.) nach Verabfolgung der gleichen 
Prolandosen keine Effekte auf den Milchséuregehalt der malignen Zelle. 
Auch blieben die Sarkome v6llig intakt. Eine starkere Nekrosenbildung 
als bei den Kontrolltumoren haben wir nicht beobachten kénnen. 


' L. Kluge u. H.G. Zwerg, Strahlentherapie 46, 293, 1933. 
2 M. Reiss u. A. Hochwald, Med. Klinik. 40, 1391, 1932; 41, 1432, 1932. 
3 F. Eichholtz, diese Zeitschr. 235, 170, 1931. 
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Wachstumseigenschatten und Stoffwechselt vypus der malignen Zelle. 
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Wir haben infolgedessen untersucht, ob tiberhaupt bei der durch 
Roéntgenbestrahlung erzeugten Wachstumshemmung des Tumors eine 
Verainderung des Milchsiuregehaltes zu beobachten ist. Die Werte 
ergeben eindeutig, daB auch hierbei keine Steigerung oder Senkung 
der Milchsiurebildung wahrzunehmen ist. Die Untersuchung des Milch- 
sduregehaltes der malignen Zelle als Test eines therapeutischen Effektes 
ist daher wiederum, wie zu erwarten, ein Irrweg. Die Versuche bestatigen 
diejenigen tiber die Konstanz von Atmung und Garung bei einer wachs- 
tumwirksamen Réntgendosis. Alle bisher methodisch fapbaren, fiir das 
maligne Geschwulstgewebe cigentiimlichen Stoffwechselvorgange sind nicht 
als Ursache des abnormen Wachstums anzusehen, sondern stellen sekundare, 
vom Wachstum unabhdingige Begleitumstdnde dar. 


Zusammenfassung. 


Bei einer wachstumshemmenden Réntgendosis bleibt der Stoff- 
wechseltypus der Geschwulstzelle unverandert bestehen. Wachstums- 
geschwindigkeit und Stoffwechseltypus, soweit er bis heute methodisch 
erfaBt werden kann, sind unabhangig voneinander. In friiheren Unter- 
suchungen wurde diese Tatsache fiir Atmung, Garung, Arginase, 
Histidase und Phosphatase aufgedeckt. Auch der Milchsiuregehalt 
der Tumoren ist unabhangig von den Wachstumsvorgangen. 
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Die jodometrische Bestimmung kleiner Goldmengen 
in tierischen Organen. 


Von 
S. Tukats. 


(Aus dem pharmakognostischen Institut der kg]. ung. Franz Josef-Universitat 
in Szeged.) 


(Eingegangen am 10, Februar 1933.) 


Mit der jodometrischen Goldbestimmung befaBte ich mich auch 
in einer friiheren Mitteilung?. 

Die Goldbestimmungen wurden im Harn ausgefiihrt; unser Ver- 
fahren erwies sich zwar als geniigend genau, entsprach hingegen dann 
nicht den Anforderungen, wenn das untersuchte Material eisenhaltig 
war, wie z. B. Blut, Lunge, Leber usw. In mikroanalytischer Hinsicht 
enthalt das Blut groBe Mengen ungefahr 0,5 °,, Eisen. Zur Gold- 
bestimmung werden zumindest ungefahr 5 cem Blut verwendet, welches 
einen recht groBen Eisengehalt — ungefahr 0,02 g —- aufweist. Bei den 
bisher verwendeten Verfahren, so bei den Hansborgschen?, war die 
Gefahr vorhanden, daB auBer dem Golde auch das Eisen in Lésung 
ging und somit, da es bei der jodometrischen Titration Jod ausscheidet, 
die Goldbestimmung unmdéglich machte. 

Ich war daher bestrebt, ein Verfahren auszuarbeiten, mit dessen 
Hilfe das Eisen vom Golde getrennt und demnach vollkommen ab- 
gesondert werden kann. 

Bei der Ausarbeitung dieses Verfahrens verwendete ich eine Gold- 
chloridlésung von bekanntem Goldgehalt: diese wurde dann mit dem 
Blute bzw. mit anderen tierischen Organen vermengt, und hierauf 
wurden die Bestimmungen ausgefiihrt. 

Das Verfahren gestaltet sich folgendermaBen: 

Das zu untersuchende Material (Blut oder tierisches Organ) wird in 
einen Ajeldahl-Kolben gebracht, l0ccem konzentrierte Schwefelséure 
dazu gegossen, maBig erwarmt und schlieBblich mit einer geniigenden 
Menge rauchender Salpeterséure vollstandig verbrannt. Dieser Vorgang 


? Tukats u. Leinzinger, Ber. d. ung. pharm. (es. 1930, 8. 13. 


® Harald Hansborg, Acta tubercul. scandinav. 1, 255, 1925. 
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ist beendet, wenn die im Kolben befindliche Fliissigkeit wasserklar geworden 
ist. Nun wird die Temperatur allméhlich gesteigert, bis nach Abgang det 
Salpetersiuredampfe aus der Schwefelsdiure ein weiber Rauch (SO,) aut- 
zusteigen beginni. Dann wird die Fliissigkeit noch eine '/, Stunde hindurch 
weiter erhitzt, so daB sie 250°C tiberschreitet. Sobald die Verbrennung 
beendet ist, kann man in der Schwefelsdiure die braunen Goldkérnchen 
bemerken. Wahrend des Erhitzens zerfallt das Goldehlorid in Goldehlorii 
und Chlor. Steigt nun die Temperatur tiber 200° C, zerfallt auch das Gold- 
chloriir, und es wird Chlor und metallisches Gold ausgeschieden. Man abt 
die Fliissigkeit in Eiswasser stark abkiihlen und verdiinnt dieselbe vor- 
sichtig mit vierfacher Menge Wasser, und zwecks vollstandiger Ausscheidung 
des Goldes wird die Lésung mit 10 cem einer 10°,igen Oxalsiéiurelésung 
vermengt. Nach 10 bis 15 Minuten langem mabigen Erwarmen— wird 
schlieBlich 12 Stunden stehengelassen. Dann werden die ausgeschiedenen 
Goldkérnchen auf ein Faltenfilter gebracht, das aus gehirtetem Filtrier- 
papier von 9em Durchmesser der Firma C. Schleicher u. Schill (Nr. 575) 
hergestellt wird. Der Ajeldahl-Kolben und der auf dem Filter gebliebene 
Riickstand werden mit heiBem Wasser mehrmals nachgewaschen. 


Es hat sich gezeigt, daB an den Wanden des Ajeldahl-Kolbens sehr 
oft feine Goldkérnchen haften bleiben, die sich auch durch das Nachwaschen 
mit heiBem Wasser nicht entfernen lassen; der Kolben wird deshalb einst - 
weilen beiseite gestellt. 

Das Faltenfilter wird nach AbschluB des Filtrierens vorsichtig aus dem 
Trichter gehoben, in eine’ halbkugelférmige Mei®ener Porzellanschale 
von 9,5em Durchmesser gebracht, getrocknet und im Herdusschen elektri- 
schen Ofen zu Asche verbrannt. Es ist darauf zu achten, daB die Ver- 
brennung vollkommen ist. 


Der Aschenriickstand enthalt das metallische Gold. Zwecks Lésung 
des Goldes wird die Asche mit 15 bis 20 Tropfen K6énigswasser versetzt 
und die Schale leicht erwairmt. Zur Lésung kleiner Goldmengen geniigt 
diese Menge Ko6nigswassers (dieses wurde fiir unsere Zwecke aus 25 °oiger 
Salzsiure und 25° iger Salpeterséure hergestellt.) 


Das an der Wand des Kyjeldahl-Kolbens haftende Gold wird unter 
Erwarmung des Kolbens im Wasserbade mit 10 bis 15 cem frisch bereiteten 
Chlorwassers, das mit 10 Tropfen konz. Salzsiure stark angesiuert worden 
ist, sorgfaltig abgelést. Die Salzséure-Chlorwasserlésung (mit den darin 
etwa enthaltenden Goldresten) wird dann mit dem in der Schale_ befind- 
lichen Material vermengt. Das Spiilen des Kolbens wird auf diese Weise 
noch zweimal wiederholt, und endlich wird die Fliissigkeit in der Schale 
eingeengt. Zur Entfernung der Salpetersiurespuren wird der Trocken- 
riickstand mit 5cem konz. Salzséure versetzt und bis zur Trockene ein- 
geengt. Nach Wiederholung dieses Vorganges wird die Schale in den 
Trockenschrank gebracht und dort eine !/, Stunde lang auf 150 bis 180°C 
erwarmt. Der Riickstand wird auf dem Wasserbade erwarmt, in 5 cem frisch 
bereiteten, mit 5 Tropfen Salzsiure stark angesdiuerten Chlorwassers gelést 
und dann mit Hilfe eines 9cm-Filters in einen 200 ccm fassenden Erlen- 
meyer-Kolben filtriert. Die Schale und das Filter werden mit je 25 cem 
heiBen Wassers zweimal nachgewaschen. Um das Chlor zu entfernen, wird 
die Fliissigkeit im Erlenmeyer-Kolben 10 bis 15 Minuten lange gekocht. 
Zweck gleichmaBigen Kochens ist es ratsam, einige Glasperlen in die 
Fliissigkeit zu bringen. 
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Der Nachweis der Chlorfreibeit der Fliissigkeit wird mit 
teuchten Jodkali-Starkepapierstreifens 


getiihrt. 


Die 


Hilfe eines 


ser wird wiahrend 


des Kochens in den Dampf gehalten; ist das Chlor schon restlos ent wichen, 
so bleibt das Papier farblos, im entgegengesetzten Falle zeigt es blaue 


Farbung. 


SchlieBlich wird die Lésung abgekiihlt, mit 0,5 g Kaliumjodid und 
2 bis 3 Tropfen einer 1 °jigen Starkelésung versetzt und mit einer '/o9 nm 
Natriumthiosulfatlésung titriert. 


‘ 
Die Ergebnisse meiner mit diesem Verfahren ausgefiihrten Unter- 
suchungen sind in untenstehender Tabelle zusammengestellt : 





Menge des Goldes 


Fall Zur Untersuchung 
verwendet 
Nr | mg 
1 0.3845 
2 0,3845 
3 0.3845 
4 0 3845 
5 0.3845 
6 0.3845 
7 0.7450 
8 0.7450 
9 0.7450 
10 0.7450 
11 0,7450 
12 0,7459 
13 1,5142 
14 1,5142 
15 1,5142 
16 1,5142 
17 1,5142 
18 1,5142 
19 1,5142 
20 1,5142 


Nach der 
Untersuchung 
wiedererhalten 


mg 


0.3735 
0.3767 
0,3720 
0,3710 
0.3767 
0.3680 


0,7354 
0.7230 
0.7300 
0.7354 
0,7240 
0.7300 


1,5045 
1.4661 
1.4997 
1.5142 
1.4806 
1,5045 
1,4997 
1.4845 


Unterschied 


mg 


0,0110 
0.0027 
0.0125 
0,0135 
0,0027 
0.0165 


0,0096 
0,0229 
0,0150° 
0.0096 
0,0210 
0,0150 


0,0096 
0,0481 
0,0144 


0,0336 
0,0096 
0,0144 
0,0297 
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0 


1,27 
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Aus obenstehender Tabelle geht hervor, da der Durchschnittswert 
des Verlustes bei der. Verwendung von 0,3804 mg Gold 3°,, bei der 
Verwendung von 0,475 mg 2,1°, und bei 1,54 mg Gold bloB 1,27°% 
betragt. Das Verfahren ist demnach zur Bestimmung von 0.5 bis 1 mg 


Gold gut verwendbar. 


Vorteile des Verfahrens: Bei der Verbrennung werden die organi- 
schen Stoffe vollkommen entfernt. 
des Hamoglobins bildet, geht in Lésung tiber, gleichzeitig zerfallen die 
Goldverbindungen bei Erhéhung der Temperatur der im Kolben vor- 
handenen Fliissigkeit tiber 200°C, es wird metallisches Gold aus- 
geschieden, welches auf die angegebene Weise durch Filtrieren leicht 


Biochemische Zeitschrift Band 260. 


Das Eisen, das einen Bestandteil 


10 





146 S. Tukats: Bestimmung kleiner Goldmengen in tierischen Organe: 


abgesondert werden kann. Nach dem Veraschen bleibt wenig Asch: 
iibrig. Zur L6sung des in der Asche befindlichen Goldes geniigen wenig: 
Tropfen Kénigswasser; die Salpersiurespuren lassen sich leicht ent 
fernen. Das Titrieren wird in einer salzarmen Lésung ausgefiihrt. 

Die bisher gebrauchlichen Verfahren hatten den Nachteil, dat; 
nach der Veraschung des untersuchten Materials grobe Menger 
von Asche zuriickblieben, insbesondere wenn die Verbrennung.§ nicht 
vollstindig war; diese Asche enthalt auBer dem Golde unter andere: 
Stoffen auch Eisen. Zur Aufl6sung der groéBeren Aschenmenge ist 
auch mehr Koénigswasser notwendig, wobei auch das Eisen in Lésung 
geht. Aus der géldhaltigen Lésung wird das Eisen bei dem Ver- 
fahren nach Hansborg mittels Lithiumcarbonat niedergeschlagen. Da 
die Neutralisierung in Anbetracht des darin befindlichen Goldes 
in einer chlorhaltigen Lésung stattfindet, geht die Ausscheidung nicht 
quantitativ vor sigh, und es bleibt stets eine geringe Menge Eisens zuriick. 
Bei der Verwendung von groBen Mengen Konigswasser lassen sich 
auch die Salpetersiurespuren sehr schwer entfernen. Bei dem jodo 
metrischen Verfahren wird durch das Eisen und die Salpetersdure 
Jod ausgeschieden und dadurch die Titration gestért. 

Leider konnte bei dem von mir oben angegebenen Verfahren die 
Verwendung des Kénigswassers nicht vollkommen vermieden werden. 
Im Laufe des Verfahrens wird das Gold in der Form von ziemlich groBen 
Koérnchen ausgeschieden, und bei der Veraschung bleiben Gold- 
k6rnchen von metallischem Glanze zuriick, die weder durch Salzsaure- 
Chlorwasser noch durch Salzsiure-Wasserstoffsuperoxyd vollkommen 
zu lésen waren. Ich war daher gezwungen, K6nigswasser zu verwenden, 
allerdings in einer so geringen Menge, wie sie gerade zur Lésung det 
Goldkérnchen nétig ist. Durch die wiederholte Einengung des Restes 
mit Hilfe von Salzsiure, ferner durch die 1’, Stunde wahrende Er- 
hitzung auf 150 bis 180° C konnte ich erreichen, daB es bei dem Titrieren 
zu keiner nachtraglichen Blaufirbung kam. Es ist allerdings damit 
zu rechnen, daB es bei der Erhitzung zu einer Spaltung des in der Schale 
vorhandenen Goldchlorids kommen kann, eben aus diesem Grunde 
wurde zur zweiten Lésung Salzsiure-Chlorwasser verwendet, welches 
bekanntlich ein gutes Lésungsmittel des fein verteilten Goldes dar- 
stellt. 

Auf einige wichtigen Punkte soll hier noch besonders aufmerksam 
gemacht werden: Sorgfaltigste Entfernung des Chlors durch Kochen; 
die in kaltem Wasser abgekiihlte Lésung ist sofort zu titrieren, und 
schlieBlich ist darauf zu achten, daB die Abkiihlung sowie die Titration 
in einem reinen und chlorfreien Raum ausgefiihrt wird. 
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Das Verhalten von Fett, Phosphatiden und Eiweib 
wihrend der Samenreife'. 
Von 
Bruno Rewald (Hamburg) und W. Riede (Bonn-Poppelsdorf). 


( Ringe gangen an 1. ke bruar 193 Me 


Uber den Gehalt und die Bildung von Fett, Phosphatiden und EiweiB 
in den reifenden Samen ist wenig bekannt. Die Sojabohne, die gerade 
diese drei Gruppen in besonders hohem Mabe besitzt der Kohlen- 
hydratgehalt ist im Vergleich mit anderen Leguminosen sehr gering 
hildet deshalb ein ausgezeichnetes Testobjekt. 

Im Vegetationsjahr 1932 wurden im Botanischen Institut der 
Landwirtschaftlichen Hochschule Bonn-Poppelsdorf eine Reihe von 
Versuchen mit Sojabohnen durchgefiihrt, um ein vollstandigeres Bild 
iiber die chemischen Veranderungen wahrend der Entwicklung zu 
gewinnen. Drei Versuchsreihen mit der reinen Linie 4872 der Sorte 
Bonn-Schwarz-Matt wurden untersucht, um die chemischen Ver- 
anderungen wahrend der aufeinanderfolgenden Reifestadien — fest- 
zustellen. Auf drei verschiedenen Entwicklungsstufen wurde geerntet 
und sodann die chemische Untersuchung der einzelnen Teile getrennt 
vorgenommen. 

Ernte I stammt von Pflanzen, die sich in der ersten Reifeperiode 
befanden: etwa am 20. Tage nach Befruchtungsbeginn wurden die 
Pflanzen, die noch lebhaft griine Blatter besaBen und schon eine Anzahl 
griner Hiilsen mit weichen Kérnern entwickelt hatten, eingebracht. 
Die Ernte LI wurde 20 Tage spiter vorgenommen; Hiilsen und Korner 
waren stark herangewachsen, und die Blatter waren bereits vergilbt. 
Ernte IIL wurde in der dritten Reifeperiode vorgenommen: die Blatter 
waren abgefallen und die Hiilsen bereits trocken geworden, wahrend 
die Kérner noch keine Vollreife besaBen. 

Die wiedergegebenen Zahlen beziehen sich auf die Ernte von je 
zehn Pflanzen. 


1 Der botanische Teil der Arbeit wurde in Bonn, der chemische in 
Hamburg im wissenschaftlichen Laboratorium der Hansa-Miihle gemacht. 
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Die Frischgewichte und Trockengewichte der einzelnen Pflanzer 
teile in den jeweiligen Stadien! waren die folgenden (in g): 





1. Periode 2. Periode 3. Periode 


frisch trocken frisch trocken frisch trocken 
Wurzeln ... 162 57,0 87,5 40,0 77,5 23,0 
Stengel... . 957 290,0 387,0 123.5 356.0 121.0 
Blatter... . 880 313.5 347,0 97,0 3 
Hi@isen . . . . 254 59,5 272,0 85,0 205,0 84,0 
Korner... . 129 72,0 473,0 211,0 399,0 209,0 


Diese Zahlen geben ein anschauliches Bild, wie sich allmahlic! 
eine Verainderung in der Zusammensetzung vollzieht, wie insbesondere 
die Samen — je mehr sie sich dem Reifezustand nahern auf Kosten 
der anderen Pflanzenteile wachsen. Wahrend die Kérner in der ersten 
Periode bei einem Gesamtfrischgewicht von 2382 g nur 5,41°, davon 
ausmachen, ist in der zweiten Periode, wo das Gesamtfrischgewicht auf 
1566 g gefallen ist, der Kérneranteil gewaltig angestiegen, auf 30,21°,.. 
In der dritten Periode ist das Gesamtfrischgewicht auf 1037 g gefallen 
der Kérneranteil betragt jetzt 38,41°,. Besonders auffillig ist hierbei, 
in wie kurzer Zeit, besonders von der ersten zur zweiten Periode — also 
innerhalb von 20 Tagen —, eine Steigerung des Kérnergewichtes um 
500°; eintritt! 

Es war nun von Bedeutung festzustellen, wie sich die chemisch« 
Zusammensetzung der einzelnen Pflanzenteile in den verschiedenen 
Vegetationsperioden verhalten wiirde, ob auch hier eine analoge Gesetz 
maBigkeit sich zeigen wiirde, ob insbesondere der Gehalt der Kérne1 
bei zunehmender Reife in bezug auf Phosphatid, Eiweif und Fett 
konstant ist. Nachstehende Tabellen geben ein anschauliches Bild 
[Die Bestimmungsmethoden, die angewandt wurden, waren die tiblichen: 
EiweiB = Kjeldahl, Fett- und Phosphatidextrakte mit Alkohol + Benzo! 
(20: 80) und nachherige Aufnahme in Ather absolut. ] 

Die Resultate zeigen nun eindeutig, daB die absterbenden Anteile 
Wurzeln, Stengel, Blatter usw. -—- im EiweiBgehalt sinken, und zwat 
ist dieses Sinken ziemlich konstant in allen Fallen und auch gleichartig 
Gegentiber der ersten Periode sehen wir in der dritten Periode Zahlen. 
die zwischen 1/, bis 1/, der urspriinglichen EiweiBmenge anzeigen 
Der Fettgehalt, der normalerweise schon nicht sehr hoch ist, sinkt mit 
fortschreitendem Reifestadium gleichfalls ab, jedoch nur um etwa die 
Halfte. Die Phosphatide verhalten sich nicht ganz gleichartig; wihrend 
bei den Wurzeln, Stengeln und Blattern ein Riickgang zu beobachten 


' Die in jeder Reihe angegebenen Zahlen beziehen sich auf zelin 
Pflanzen. 
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H,O . : 
Benzol + Alkohol- E xtrakt P 
(therlisliches Benzol + Alkohol- 
Extrakt . ; She 
’ in Atherextrakt ‘ ‘ 
Phosphatide in Atherextrakt ; 
Phosphatide in Trockensubstanz . 
Hiweib in Trockensubstanz 


ieO ; 

Benzol - Alkohol- Extrakt — 

Atherlosliches Benzo] + Alkoho I- 
Extrakt . : 

P in atherlésliche om " Benzol a Al- 
kohol-Extrakt . . 

Phosphatide in Alkohol ‘ Benzol- 
Extrakt . ‘ ; 

Pho sphatide in Troe kensubstanz 

Kiweif in Trockensubstanz 


Blatter mit Stielen. 


~. - « « 4 
Benzol + Alkohol- E xtre akt ; 
\therlisliches Benzol - Alkohol- 
Extrakt . . 
P in Benzol + Alkohol- i ixtrakt. 
Phosphatide in Alkohol + Benzol- 
Extrakt . . . 
Phosph atide in ‘Trockensubstanz : 
Kiwei8 in Trockensubstanz 


3 7) ‘ 
Benzol + Alkohol- E xtrakt : 
Atherloslic hes Benzol + Albohol- 
Se are 
P in Atherextrakt : 
Phosphatide in Atherextrakt. 
Phosphatide in Trockensubstanz . 
Kiweili in Trockensubstanz 


H,0 sl 
Atherextrakt (lett) ea 
Alkohol + Benzol-Extrakt . . . 
Atherlésliches Alkohol + Benzol- 
Extrakt . a ‘ 
P in atherléslic chem Alkohol + "Ben- 
zol-Extrakt ‘ ° 
Phosphatide in Extrakt. . ; 
Phosphatide in Troe kensubstanz ; 
Kiweif in Trockensubstanz 


1. Periode 
griine Blatter, 
junge Pflanzen 


0 


Wurzeln. 
7.91 
6.35 


2.95 
0,63 
15,99 
O51 
8,14 


Stengel. 
8.56 


741 
2.60 
0.45 


11,42 
0.34 
10,75 


12,48 
9,40 


6.15 
0,38 


9.65 
0.67 
18,24 
Hiilsen. 
8,22 
8,16 


3.33 
0,39 
9.90 
0.36 
13,98 


Korner. 
4.91 
15,95 
20.80 


20,39 


031 
7.87 
1,68 
39,63 


2. Periode 
gelbe Blatter, 
iltere Pflanzen 


0 


L.S1 
0,43 
10.91 
0,22 


see 


4,90 


10,49 
8.42 


4.60 
0,32 


8,13 
041 
11,13 


8.58 
5.03 
1,77 
0.93 
10,91 
0,21 
5.07 


7.06 


16.49 


21,60 


3. Periode 


abgefallene Blatter 


reife Ptlanzen 


8.54 
3.43 


1,45 
O19 
4,82 
0.07 


4.04 


8.33 
17.32 
19.66 


42 
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ist, der ungefaihr die gleiche Héhe hat, wie bei dem Gesamtfett, is! 
bei den Hiilsen nur noch 1/,, der urspriinglichen Menge nach Ablaw 
der dritten Periode vorhanden. 

Ganz anders aber sehen die Zahlen bei den Koérnern aus. Hie: 
beobachten wir wahrend der ganzen Zeit des Wachstums bis zur Reif: 
ein vollig gleichartiges Verhalten! Schon der EiweiBgehalt der ganz 
jungen Samen, die also noch mitten in der Entwicklung stehen, ist 
ebenso groB wie nach voller Reife — natiirlich auf Trockensubstanz 
berechnet. Aber auch beim Fett und bei den Phosphatiden sehen wir 
ein ganz analoges Verhalten! Hieraus geht also die gewiB auffallige 
und iiberraschende Tatsache hervor, daB die chemische Zusammen 


setzung der Kérner bei der Sojabohne und wabhrscheinlich auch bei 
anderen Hiilsenfriichten ganz unabhangig vom Reifestadium ist 


und daB Fett, EiweiB und Phosphatid in allen Stadien in demselben 
konstanten Verhaltnis zueinander stehen! 


Jodzahlen im atherléslichen A + B-Extrakt. 





1. Periode 2. Periode 3. Periode 
a a $1,2 96,0 102.6 
_ SS ee ae 70,0 92,7 75.4 
EE FG armen ia ee 107,4 112,9 = 
BN. gece ae a 70,8 86,7 72.6 
NN os os se ee ee 118,0 124.5 126,8 


Fiir die Erkenntnis der Zusammensetzung der Ole gibt die Jodzahl| 
einen giinstigen Anhaltspunkt. In der Tabelle III sind diese Zahlen 
angefithrt, jeweils fiir die drei Perioden getrennt. Dabei zeigt sich, dal 
die Ole, die in den einzelnen Pflanzenteilen enthalten sind, nicht identisch 
mit dem eigentlichen Sojaél sind, da dessen Jodzahl weit héher liegt 
als z. B. diejenigen des Oles in den Wurzeln, Stengeln oder Hiilsen. 
Nur bei den Blaittern kénnte ein Zusammenhang bestehen; aber das 
hier mitgeléste Chlorophyll kann zu MiBdeutungen fiihren. Die ge- 
fundenen Jodzahlen lassen keine eindeutige Erklarung in allen Fallen 
zu; wenn in der zweiten Periode, wie bei den Stengeln und Hiilsen, 
eine héhere Jodzahl gefunden wird als in der ersten und dritten Periode, 
wenn also im Laufe der Reife die Ole ungesittigter werden und dann 
wieder eine héhere Absattigung zeigen, so mu dieser Frage weiter 
nachgegangen werden, ehe ein positiver SchluB gezogen werden kann. 
Interessant ist aber die Tatsache, daB das Ol der Kérner — das eigentliche 
Sojaél also --im Laufe der Reife der K6rner immer mehr ungesattigt wird. 
Diese Tatsache erklart vielleicht, weshalb man nicht allzu selten Sojaéle 
antrifft, die eine auffallig niedrige Jodzahl haben; sie werden von 
unreifen Bohnen stammen. Welche biologische Bedeutung aber dic 
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Bildung dieser stark ungesittigten Ole aus urspriinglich gesittigteren 
Verbindungen hat, ist noch aufzukliren. 

Im einzelnen sei noch auf die bemerkenswerten Verhaltnisse hin- 
gewiesen, die sich innerhalb der einzelnen Perioden ergeben. 


Pflanzen der ersten Fruktifikationsperiode. 


In dem ersten Abschnitt der Reifungszeit bilden Stengel und Blatter 
den wesentlichen Anteil der Erntemasse! Die Stengelteile machen die 
Hauptmasse der Frisch-, die Blatter die Hauptmasse der Trockensubstanz 
aus. Auf die einzelnen Zahlen soll nicht eingegangen werden, sondern nut 
die Reihenfolge der einzelnen Teile hinsichtlich des CGewichtes wieder- 
gegeben werden: 

Frischgewichtsreihenfolge: Stengel, Blatter, Hiilsen, Korner, Wurzel. 

Trockengewichtsreihentolge: Blatter, Stengel, Korner, Hiilsen, Wurzel. 

Der prozentuale Phosphatidgehalt und die Jodzahl zeigen eine Uberein- 
stimmende Aufeinanderfolge der Teile: Korner. Blatter, Wurzei. Htilsen, 
Stengel. 

Nach den Proteinprozenten gruppiert finden wir die Reihe: Korner, 
Blatter, Hiilsen, Stengel. Wurzel. 


Pflanzen der zweiten Fruktifikationsperiode. 

Die Pflanzen der zweiten Fruktifikationsperiode sind durch die 
Gewichtszunahme der Korner charakterisiert: die Stoffe wandern 
von den Blattern in Stengel und Korner ab. Die Reihenfolge der Frisch- 
und Trockengewichte ist jetzt: 

Koérner, Stengel, Blatter, Hiilsen, Wurzel. Die Phosphatidprozente 
haben abgenommen; die Jodzahlen dagegen sind gestiegen. Die Reihentolge 
der Phosphatidprozente ist unverandert : Korner, Blatter, Wurzel, Hiilsen, 
Stengel. 

Die Jodzahlreihenfolge ist: Kérner, Blatter, Wurzel, Stengel, Hiilsen. 

Dev Proteingehalt zeigt bei allen Organen —— mit Ausnahme der Korner 
eine wesentliche Abnahme. 

Die Proteingehaltsreihenfolge ist infolge der sehr starken Abnalime 
des Stengelproteingehaltes: Korner, Blatter, Hiilsen. Wurzel, Stengel. 


Pflanzen der dritten Fruktifikationsperiode. 


Frisch- und Trockengewichtsreihenfolge sind wie in dem zweiten Zeit- 
raum der Reife: Kérner, Stengel, Hiilsen, Wurzel. 

Die Blatter sind in der letzten Reifungsperiode abgefallen. Phosphatid- 
vehalt- und Jodzahlreihenfolge ist: Kérner, Wurzel, Stengel. Hiilsen. 

Auch in den Proteinprozenten fiihren Kérner und Wurzel. 


In der ersten Reifungszeit machen Stengel und Blatter den Haupt- 
anteil der Gewichtsmasse aus. Hinsichtlich des Phosphatidgehaltes, 
der Jodzahl und der Proteinprozente sind Korner und Blatter die 
begiinstigten Organteile. Die zweite Reifungsperiode bringt die Korner 
die wichtigsten Teile im Fruktifikationsstadium in den Vordergrund : 
Kérner und Stengel machen den Hauptanteil der Frisch- und Trocken- 
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gewichtsmasse aus. Die Phosphatidstufenfolge hat sich unverande: 
erhalten; ebenso zeigt sich in der Jodreihe kein wesentlicher Unte: 
schied. In der Proteinaufeinanderfolge ist das Zuriickfallen des Stenge! 
bemerkenswert: der Stengel fiihrt seine Stoffe unmittelbar an die in 
starker Entwicklung begriffenen Korner und Hiilsen ab. Die dritt: 
Fruktifikationsperiode bringt das Eintrocknen der Hiilsen, das A} 
fallen der Blatter und das Ausreifen der Kérner. Die Gewichtsanteil 
sind dieselben wie in der zweiten Periode geblieben. Beim Vergleich 
der Protein-, Phosphatid- und Jodzahlen fallt auf, daB die Wurze! 
an zweiter Stelle steht. Wurzel-, Stengel- und Blattgewicht nimmt i: 
den drei aufeinanderfolgenden Reifestadien ab. Die Hiilsen- und Kérner- 
masse steigt in der zweiten Reifungsperiode am meisten. Der Phosphatid- 
gehalt von Wurzel, Stengel, Blattern und Hiilsen nimmt von Period« 
zu Periode standig ab; bei den Kérnern bleiben die Phosphatidprozente 
annahernd gleich. Die Jodzahlen nehmen bei den Kérnern besonders 
auch in dem zweiten Reifungsstadium zu. Nach einer Zunahme i: 
der zweiten Phase geht die Jodzahl des Stengels, der Hiilsen und det 
Blatter wieder zuriick; die Jodzahl der Kérner steigt von Stufe zu 
Stufe an. Der Proteingehalt nimmt in Wurzel, Stengel, Hiilsen und 
Blattern ab, waihrend er sich in den Kérnern nur unwesentlich ver- 
andert. Der Fettgehalt der Samen steigt bis zuletzt in geringer Hohe 
an. Fettstoffe und Phosphatide schwinden aus den vegetativen Teilen 
und wandern in die Samen, bei denen besonders der allmahlich steigende 
Fettgehalt auffallt. 

In weiteren Versuchsreihen wird iiber Ergebnisse berichtet werden, 
die sich bei Keimung im Dunkeln und an Pflanzen ergeben haben, bei 
denen die Keimblatter entfernt wurden. 
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Die Wirkung des Lichtes 
auf das Oxydations-Reduktionspotential der Mileh. 


Von 
Emilio Martini. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Genua. ) 
(Eingegangen am 14. Februar 1933.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Im Jahre 1925 untersuchte G. Viale (1) die Schardinger sche Reaktion 
und stellte fest, daB die Milch zugesetztes Methylenblau, auch bei 
Abwesenheit von Formaldehyd, entfarben kann, wenn sie der Wirkung 
des Lichtes ausgesetzt wird. Auch gekochte Milch, bei der die Schar- 
dingersche Reaktion negativ ist, ist unter dem EinfluB des Lichtes 
imstande, Methylenblau zu entfairben. Diese Tatsache ist fiir die 
Differenzierung der beiden Phinomene grundlegend. Spater gelangte 
G. Lepri(2) zu analogen Resultaten, und V. Martini (3) bemerkte 
Intensitatsdifferenzen des Phainomens in der Milch verschiedenartiger 
Tiere: er bewies, daB die Milch um so stirker reduziert, je gréBer ihr 
Gehalt an reduziertem Glutathion ist. In einer kiirzlich erschienenen 
Untersuchung bemerkten A.C. Fay und G. A. Atkins (4), dab das 
Licht das Fallen des Milchpotentials und somit auch die Reduktion 
des Methylenblaus beschleunigt. Da jedoch diese Autoren mit frischer 
Milch experimentierten, laBt sich auf Grund ihrer Untersuchung keine 
Entscheidung dariiber fallen, ob das Phanomen der Wirkung des Lichtes 
auf die thermolabilen Systeme, die wahrscheinlich das Fallen des 
Potentials in der frischen Milch, auch geschiitzt vor dem Licht, be- 
giinstigen, zuzuschreiben oder von diesem System unabhangig ist und 
in letzterem Falle, welcher von den beiden Mechanismen fiir das End- 
ergebnis in Frage kommt. AuBerdem war bei den erwahnten Unter- 
suchungen die Anwesenheit von Sauerstoff nicht ausgeschlossen; dieser 
aber ist, wie sich aus den kolorimetrischen Bestimmungen von Viale, 
Lepri, Martini und Fay und Aikins ergibt, wohl imstande, das Fallen 
des Potentials aufzuhalten oder es nach dem Absinken wieder zu er- 
héhen. Hier hatten wir es mit einer Umkehrung des wahren Ablaufs 


des Phinomens zu tun. 
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Ich habe deshalb elektrometrische Untersuchungen der Vialeschen 
Reaktion an gekochter Milch durchgefiihrt, wobei im Stickstoffstrom 
gearbeitet wurde. Ich ging dabei von dem Standpunkt aus, daB die 
Hauptbedeutung dieser Reaktion die ist, daB wir uns die Wirkung des 
Lichtes auf ein biologisches, von Enzymwirkungen unabhangiges 
System vor Augen fithren. 


Methodik. 
Es wurden als indifferente Elektroden Platindrahte von 0,3 bis 0.4 mm 
Durchmesser verwendet, die in einer Mischung von Ferro-Ferrisalzen aut- 
bewahrt worden waren und vor dem Gebrauch griindlich in destilliertem 


Wasser gekocht und in einer Alkoholflamme ausgegliiht wurden. Die fir 


die Elektroden gebrauchten GlasgefaBe wurden nacheinander ausgewechselt, 
um sie ihrem Zwecke gut anzupassen. Abb. | zeigt die Elektrode d, welche 


Cc 
F Abb. 1. 
3 Elektrode Modell ,¢@* (1/5 natiirl. 
Grife). Alle geschliffenen ‘Teile 


sind mit Hg bedeckt. 

a KCl-Agar. 

4 Quecksilberverbindung mit 
dem Stickstoffreinigungs- 
apparat. 

¢ Elektroden. 

© Hydraulisches Ventil fiir den 
Austritt des No. 

» Burette. (Die titrierte Lisung 
betindet sich unterhalb des 
Hahnes, auf derselben eine 
Dichtungsschicht Paraffinél, 
mit letzterem ist auch der 
Raum oberhalb des Hahnes 
angefiillt.) 





die besten Resultate zeitigte, auch bei der Austfiihrung von Titrationen. 
Als Bezugselektrode benutzte ich die Kalomelelektrode mit gesattigter 
Kaliumchloridlésung, und die beobachtete Potentiale bezog ich auf die nor- 
male Wasserstoffelektrode. Um den Sauerstoff durch reinen Stickstoff zu 
verdringen, habe ich den in Abb. 2 dargestellten Apparat konstruieren 
lassen, in welchem der Stickstoff, nachdem er eine zur Dunkelrotglut 
erhitzte Spirale aus Kupferrohr von etwa 2m Linge und 18mm _ Durch- 
messer passiert hat, durch ein diinnes Kupferrohr und eine mit Queck- 
silber gedichtete Verbindung in das Elektrodengefaé® gelangt ’. 

1 Der Apparat kann auf Bestellung von dem Techniker dieses Instituts, 
Herrn Giuseppe Pastorino, geliefert werden. 











Wirkung d. Lichtes a. d. Oxydations-Reduktionspotential der Mileh. = 155 


Die Potentialdifferenzen wurden potentiometrisch gemessen. 

Die Kuhmileh wurde nach dem Melken so schnell wie méglich in einem 
GlasgefaB gekocht und sofort bis auf Zimmertemperatur abgekiihlt. Dann 
wurde sie aseptisch bei sehr schwacher Beleuchtung in das vorher peimilichst 
mit Dampf gereinigte Elektrodengefa8 gebracht; nachdem dieses mit der 
Kalomelelektrode verbunden war, begann ich bei vollstandiger Dunkelheit 
die Serie der Messungen und leitete inzwischen einen reinen, sauerstoft- 
freien Stickstoffstrom durch die Fliissigkeit. Wenn die alle 5 Minuten 
wiederholten Potentialmessungen regelmaBig zum negativen Gebiet ab- 
steigende Werte ergaben, oder in einigen Fallen, wenn dieser Abstieg sich 
sehr verlangsamte, belichtete ich die Elektrode. 














Abb. 2. 
Stickstoffreinigungsapparat ('/,,, natiirl. Grote). 


© Yerbindung mit der Elektrode. 

S Refraktire Umwandung. 

Hg Quecksilberventile. 

6 = Stickstoffbehalter. 

« KompensationsgefiB mit gesattigter Na Cl-Losung 

k 3mm starke Kupferrjhren 

ks 18mm starke Kupferspirale, ausgefiillt mit Kupferstiickchen 


Experimente mit weipem Licht. 
Als Lichtquelle benutzte ich eine  Wolframgliihlichtbirne 
(Philips Kinematographenbirne, 300 Watt) oder direktes Sonnen- 
licht (10 bis 11 Uhr vormittags in den Monaten Juni-Juli bei 


klarem Himmel). 


Das Licht wurde in jedem Falle durch ein mit Wasser gefiilltes, 
parallelwandiges GlasgefaB (von 25 mm Dicke) filtriert, um den groBten 
Teil der thermischen Straklen zu absorbieren. 
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In Form von Diagrammen gebe ich einige der ausgefiihrten Experi- 
mente wieder (Abb. 3). 


rs 




















mV | 
+200 
+160 
+ 1207 
+80 
| co T t T ~ft_| 14@ 
! 
0 T 
' 
! 
ed \ H 
a \ 3 
80 CY 
—7, . 
a 5 0 05 2 25 3 35 W & 50 
Ze/t in Minuten 
Abb. 3. 
Gekochte Milch, py 6,5. -—~— Nicht auf gelbes Licht reagierende Miich. 
—— Dieselbe Milch plus 1/;99 999 Methylenblau. a weifies Licht. 4 gelbes Licht. 


In diesen Versuchen erkennt man, wie auch gekochte Milch, un- 
abhangig vom Licht, lediglich infolge der Sauerstoffentziehung, der in 
sie eingetauchten indifferenten Elektrode ein steigendes Potential 
erteilen kann, hingegen besitzt nach den Versuchen von Clark auch 
bei Anwesenheit von Formaldehyd nur ungekochte Milch diese Fahig- 
keit, welche in der Schardingerschen Reaktion der maBgebliche Faktor 
ware. 

Aber in den Clarkschen Milchexperimenten wurde der Sauerstoff 
nicht entfernt, daher wurden die negativen Potentialinderungen zum 
groBen Teile durch den EinfluB des Sauerstoffs verdeckt. Demselben 
Umstand ist es wahrscheinlich zuzuschreiben, daB die unter der Ein- 
wirkung des Lichtes gemessenen Potentialsenkungen in den Versuchen 
vonG. Fay und Atkins viel langsamer waren als die von mir beobachteten. 
Andererseits beobachtete ich, daB nach einer gewissen Zeit die Potential- 
kurve in der Dunkelheit einen fast horizontalen Verlauf nimmt. Wenn 
ich in diesem Augenblick die Milch mit weiBem Licht belichtete, konnte 
ich ein rapides Fallen der Potentiale bis nahe an 100 Millivolt fest- 
stellen; dann setzte es sich langsamer bis gegen 200 Millivolt fort. Man 
kann auch einer Belichtungsperiode eine Dunkelheitsperiode folgen 
lassen. Wahrend der letzteren bleibt das Potential stationir oder 
unterliegt nur kleinen Schwankungen. Dies ist wahrscheinlich der 
Wiederdurchmischung der Masse zuzuschreiben, also der Gleich- 
gewichtsverteilung der verschiedenen mehr oder weniger belichteten 
Teile. Wenn man jetzt wieder belichtet, kann man, wenn der Stand 
der Potentiale nicht schon sehr niedrig war, ein Weitersinken derselben 
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verfolgen. Bringt man bei diesen Experimenten Sauerstoff oder Luft 
in die Lésung, so erfolgt eine schnelle Riickkehr zu héheren Potentialen. 


Experimente mit farbigem Licht. 


Lepri untersuchte die Wirkung farbigen Lichtes (nicht streng 
monochromatisch, sondern mit Cberwiegen einer bestimmten Wellen- 
lange) auf die Entfarbung des Methylenblaus durch die Milch oder das 
Milchserum. Dieser Autor stellte fest, daB die gréBte Aktivitat das 
Gelb-Rot, hierauf das Griin und dann das Blau besitzt. Da jedoch 
seine Versuche mit Milch, die mit Methylenblau versetzt worden war, 
ausgefiihrt sind, ist es méglich, daB mit den Anderungen der Absorption 
Aktivitatsinderungen der verschiedenen  Lichtstrahlungen — einher- 
gehen. Das Experiment bestatigt diese Vermutung. In der Tat, wenn 
ich mit orangegelbem Licht (welches die Strahlen von rot bis gelb und 
den allerersten Teil der griinen Strahlen enthielt) experimentierte [ge- 
wonnen durch Filtrierung des Lichtes einer gew6hnlichen Glihlicht birne 
durch 5°,ige Kalibichromatlésung + 0,2°, Erythrosin (Filtrierschicht 
25mm)]|, war die Wirkung zuweilen Null, auch bei Verwendung von 
Milch, die sich als auBerordentlich sensibel gegeniiber weiBem Licht 
(enthaltend die Strahlen bis violett, das Ultraviolett war sicher ab- 
sorbiert durch die vielen dazwischen gebrachten Wande aus gewoéhn- 
lichem Glas) erwiesen hatte. Jedoch bemerkt man einen auffallenden 
Unterschied unter den diversen Milchsorten, da einige Proben von 
verschiedener Herkunft prompt auf die Wirkung des gelben Lichtes 
reagieren. Andererseits kénnen fiir gelbes Licht nicht sensible Milch- 
sorten, wenn ihnen Methylenblau (' jo9999 DiS | osqoq9) Zugesetzt wird, 
eine gute Sensibilitat fiir das gelbe Licht, fiir das sie zuerst insensibel 
waren, erwerben. Die folgenden Kurven veranschaulichen das Phainomen 
(s. Abb. 3). 

Was kann die Ursache sein fiir diese Verschiedenheit im Verhalten 
der Milchsorten, die doch anscheinend alle gleicher Art sind? Die 
Tatsache, daB kleine Farbstoffzusaitze, wie von Methylenblau, gemiigen, 
um das Gebiet der wirksamen Wellenlingen zu verandern, erweckt 
den Gedanken, daB wir es mit einem Photosensibilisator in der Milch 
zu tun haben. Dieser kénnte bestehen aus Pigmenten vegetabilischen 
Ursprungs, aus Xanthophyll oder dem Carotin, die in der Milch vor- 
handen sein oder fehlen kénnen, je nach der Ernahrung des Tieres, 


von dem sie stammt. 


Fiir ein griindlicheres Studium iiber die Wirksamkeit der verschiedenen 
Lichtarten ware es nétig, thermoelektrische oder bolometrische Messungen 
der absorbierten Lichtenergie vorzunehmen (der einfache photometrische 
Vergleich reicht nicht aus fiir Licht von verschiedenen Farben), wm nicht 
das, was aus der Verschiedenheit der Wellenlange resultiert, mit den Varia- 
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tionen, die durch eintache Quantitaétsschwankungen der Lichtenergie 
entstehen, zu verwechseln. Leider bin ich zur Zeit nicht in der Lage, diese 


Messungen auszuftihren. 


Elektrotitrationsexperimente, 


Wenn man die Vialesche Reaktion, ohne die Luft zu entfernen, aus- 
fiihrt, beobachtet man, das man, nachdem man unter dem Einfluls des 
Lichtes die Entfarbung des Methylenblaus erzielt hat, durch leichte Er- 
schiitterung die Blaufarbung der Fliissigkeit wieder herstellen kann. Anderer- 
seits erinnerte ich bereits daran, daB auch in meinen Experimenten, wenn 
ich den Stickstoffstrom durch einen Luftstrom ersetzte, rasch eine Riick- 
kehr der Potentiale zu den Anfangswerten erfolgte. LaBt man danach das 
Licht einwirken, so kann man neuerdings Entfarbung des Methylenblaus 
hervorrufen und ebenso den Wiederabstieg der Potentiale zu niedrigeren 
Werten. Das Phainomen kann sich verschiedene Male wiederholen, jedoch 
volizieht sich nach und nach die Entfairbung weniger schnell. Ich habe 
die hier beschriebenen Vorginge elektrometrisch verfolgt, aber ich habe 
dabei den Sauerstoff durch die titrierte L6sung eines reversiblen oxydierenden 
Systems ersetzt, um ein fiir den Verlauf des Phinomens brauchbareres Bild 
der quantitativen Werte zu erhalten. Zu diesem Zwecke habe ich Ferri- 
eyankalium in n/1l000 Lésung gewahit. 

Als Beispiel folgt nachstehend die Tabelle eines typischen Experiments. 
Gekochte Milch (py 6.8), 5ceem, Elektrode d. 








Zeit Potential pisawe A. nas Bemer- Zeit Potential pn he a Bemer- 
Min. Millivolt eem kengen Min. Millivolt eem hungen 
0 4. 299 os Dunkelheit 71 + 166 0.50 Belichtung 
5 | +188 : " 73 || +108 0,50 , 
10. +172 - - 75 + 66 0,50 ‘ 
15 + 112 — Belichtung 77 + 34 0,50 - 
20 + 60 — - 78 0,60 
25 + 32 ~ $2 + 144 0,60 - 
28 + 144 0,16 - 8) + $4 0,60 » 
30 + &0 0.16 . 88 + 52 0,60 * 
35 + «82 0,16 . 93 + 32 0.60 e 
40; + 32 0,16 Dunkelheit 94 0,70 
43 + 116 0,20 » 98 +172 0,70 ‘ 
50 + 74 0,20 ‘ 101 + 108 0.70 ‘ 
55) + 62 0,20 . 104 + 72 0.70 ‘ 
56 + 32 0,20 Belichtung | 120 + 32 0,70 ‘ 
DS + 192 0,30 - 121 0,80 
60 + 72 0,30 - 128 +172 0,80 - 
62 + 32 0.30 ° 139 + 128 0,80 ” 
64 + 172 0,40 - 134 + 84 0,80 ” 
65 + 112 0,40 - 137 + 64 0.80 ~ 
67 + 48 0.40 * 140 + 48 0.80 ~ 
69 - 0,40 _ 143. + 382 0.80 a 


Allgemeine Betrachtungen. 

Die Wirkung des Lichtes auf ein Komplexsystem, wie es die Milch ist, 
auBert sich durch ein rapides Sinken der Potentiale, und zwar, wie wir 
gesehen haben, unabhangig von der Wirkung von Fermenten, die bereits 
durch die Warme zerstért worden sind. 
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Welche unter den vielen Substanzen der Milch kann in solcher Weise 
durch das Licht beeinfluBt werden? Drei Haupthypothesen sind es, die 
man autstellen kann. 

Die erste Hypothese macht die Milchfette fiir diese Reaktion verant - 
wortlich [Whitehead (5)}. Jedoch reagiert auch méglichst gut entfettetes 
Milchserum auf Licht (Lepr’). Der gegenteilige Befund von Whitehead 
rihrt wahrscheinlich daher, dab. wenn nicht Vorsichtsmabregeln zum 
Schutze der Milch oder des Milchserums vor dem Einfluf der Luft oder 
des Lichtcs wahrend des Zentrifugierens und der anderen notwendigen 
Handhabungen getroffen werden, diese die reduzierende Kraft verliert, 
was iibrigens auch Lepri feststellte. Ferner andern der Magenmilch zu- 
gesetzte Milchfette nicht die Potentialkurve in Abhangigkeit von der Zeit, 
obwohl sie die Entfarbung des Methylenblaues beschleunigen, vielleicht, 
wie A.C. Fay und G. A. Atkins annehmen, durch Adsorption des Farb 
stoffs selbst. 

Kiner zweiten Hypothese zufolge (WV. Wartini) ware das Glutathion 
der Hauptfaktor der Reaktion. Es kann sein, dafi die Entfarbungsreaktion 
des Methylenblaus bei Belichtung in einem nicht sauerstofffreien Raum 
in Verbindung steht mit dem Gehalt an reduziertem Glutathion, welches 
auBerdem, da es die Reaktion beschleunigt, vor allem ein Anzeichen einer 
relativen Sauerstoffarmut des Systems sein kénnte. (In Anwesenheit 
groBer Sauerstoffmengen kann es mit Hilfe eines Katalysators durch De 
hydrogenierung sich oxydieren.) Immerhin konnten Milchsorten, die keine 
bemerkenswerten Quantitaten reduzierten Glutathions enthielten [Methode 
von King, Baumgartner, Irvime (6)|, in meinen Experimenten ein negatives 
Potential entwickeln, wenn sie in eine Stickstoffatmosphaire gebracht und 
belichtet wurden. Eine dritte Hypothese ist die, dal der Hauptteil des 
Phanomens dem Milchzucker zuzuschreiben ist. Nach Wurmser (7) und 
seinen Schiilern kénnen aus den Kohlenhydraten spontan Systeme entstehen, 
die ein gut definiertes Redoxpotential zeigen. Die Wirkung des Lichtes ist 
auch an Zuckerlésungen untersucht worden. Lazaref (8) bewies die Reduk- 
tion des Methylenblaus bei Licht in Anwesenheit von Glucose oder von 
anderen Polyalkoholen, Levaillant diejenige des Uramins oder anderer 
fluoreszierender Substanzen. Andere Substrate, auf die das Licht ein- 
wirken kénnte, sind die Aminosauren {| bewiesen bei der Mileh durch Viale (9)], 
viele derselben sind imstande, das Methylenblau im Lichte zu entfarben, 
wie dies £. Kégel (10) beobachtete. Andere Substanzen, die diese Eigen- 
schaft besitzen, sind die Alkoholsiuren. Wie man sieht, ist es schwer zu 
sagen, welches Substrat es ist, das vom Lichte beeinfluBt die Veranderungen 
der Redoxpotentiale regelt. Auch eine chemisch-physikalische Inter- 
pretation des Phianomens ist deshalb noch nicht sicher méglich, weil wir 
nicht wissen, ob die Potentiale, die wir messen, wirkliche Oxydations- 
Reduktionspotentiale sind, bestimmt durch das Gleichgewichtsverhaltnis 
einer reversiblen Reaktion, oder ob es sich um scheinbare, — kinetische 
Potentiale handelt. 

Vom biologischen Gesichtspunkt aus erscheint dieser EinfluB des 
Lichtes auf ein biologisches System auf jeden Fall interessant, und wir 
kénnen es auch als Modell morphologisch komplizierterer, aber im Grunde 
chemisch analoger Systeme betrachten. Mit anderen Worten, wir kénnen 
die Hypothese aufstellen, da das Licht in den Geweben ein Fallen 
der im Zellinnern vorhandenen Oxydations-Reduktionspotentiale —be- 


wirken kann. 
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Welches kénnten die Folgen davon fiir den Zellstoffwechsel sein ‘ 
Das Sinken der Oxydations-Reduktionspotentiale kann durch Anwesenheit 
des Sauerstoffs behindert werden. Nun kénnen sich zwei Falle ergeben. 
Im ersten Falle sei die Sauerstoffmenge praktisch unbegrenzt. Da die 
Erhohung der Negativitaét die Oxydationsgesehwindigkeit steigert [nach 
den neuesten Untersuchungen von Barron (11) ist der Logarithmus de: 
Oxydationszeit vieler Farbstoffleukobasen eine lineare Funktion = der 
Potentiale|, werden wir eine Intensitétssteigerung jener Oxydations 
prozesse, die schon vor der Einwirkung des Lichtes vor sich gingen, wahr- 
nehmen. Ist jedoch die Sauerstoffmenge gering, so wird wirklich ein Riick 
gang der Oxydations-Reduktionspotentiale im Innern der Zelle entstehen, 
mit verschiedenen Folgeméglichkeiten. Wenn in der Zelle reversible Oxydo 
Reduktionssysteme sich vorfinden, werden diese reduziert werden; jedoch 
kann eine Negativitaétserhéhung auch nicht reversible Reaktionen beein 
flussen; so ist z. B. die Synthese des Alanins aus Brenztraubensdéure und 
Ammoniak mdéglich, wenn im Zellraum eine Wasserstofftension gleich 
10-*° Atm. oder mehr existiert, entsprechend einem py 7 etwa — 180 Milli- 
volt [nach Wurmser (12)]. Wie wir sehen, ist ein Weg zur Erforschung des 
Mechanismus der biologischen Wirkung des Lichtes vorhanden, und es kann 
sein, daB nicht nur das Substrat von Wichtigkeit ist, sondern auch das 
Vorhandensein von Photosensibilisatoren kann eine Bedeutung erlangen. 
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Zur Kenntnis der Komplexkoazervation. 


XVII. Mitteilung: 


Spezifische Einfliisse beim Koazervationsmischtypus 4-1 des Gummi 
arabicum-Sols. 


Von 
H. G. Bungenberg de Jong, J. H. van der Horst und <A. Lafleur. 


(Eingegangen am 14, Februar 1933.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 


Das Verhalten von Gummi arabicum-Solen gegen hinzugefiigte Neutral- 


salze richtet sich in allererster Linie nach der Valenz des Kations. Erst 
Neutralsalze mit vier- oder héherwertigen Kationen sind imstande, In- 
stabilitatstrajekte hervorzurufen (Hexolnitrat, Rhodochromchlorid, Platin- 
tetradithylendiamin-nitrat, also Neutralsalztypen 6-1, 5-1, 4-1), wahrend 
denjenigen mit niedrigerwertigen Kationen (Luteokobaltchlorid, Calcium- 
chlorid und Natriumchlorid, Typen 3-1, 2-1, 1-1) diese Fahigkeit in rein 
wasserigem Milieu abgeht '!. 


Beim Hinzufiigen gewisser (desolvatierender) Nichtelektrolyte, wie 


Alkohol oder Aceton zum Dispersionsmittel, kann man aber ebenfalls mit 


den oben als Beispiele genannten Neutralsalzen Instabilitat erzielen. 
6-1, 5-1, 4-] 3-1, 2-1, 1-1 (Wasser) 
6-1, 5-1, 4-1, 3-1 2-1, 1-1 (z. B. in 25 vol.-° ig. Aceton) 
6-1, 5-1, 4-1, 3-1, 2-l 1-1 (z. B. in 32 vol.-°,ig. Aceton) 
6-1, 5-1, 4-1, 3-1, 2-1, 1-1 (z. B. in 38 vol.-°oig. Aceton) 


Beim Steigen der Nichtelektrolytkonzentration findet sonach eine Ver- 
schiebung der angegebenen Grenze in Richtung abnehmender Kationen- 
valenz statt. Die Instabilitat auBert sich bei geringer Uberschreitung einer 
gewissen Acetonkonzentration zunaéchst in dem Auftreten von Koazervations- 
trajekten. Dieselben breiten sich bei Erhéhung der Acetonkonzentration 


bald aus*, und gleichzeitig findet eine allmahliche morphologische Ver- 


1 Die GesetzmaBigkeit gilt jedoch nur fiir starke, nicht zu Hydrolyse 


neigende Neutralsalze; so tritt mit Luteokobaltchlorid, Lanthannitrat und 
Ceronitrat keine Instabilitat in rein wasserigem Milieu auf, dagegen wohl 
mit den zu Hydrolyse neigenden Salzen FeCl,, AlCl, und Al (NQOg,), desselben 
Salztypus 3-1. 


2 Vgl. diese Zeitschr. 248, 115, 1932; die Erklarung fiir das Auftreten 


von Instabilitatstrajekten ist besprochen in Mitteilung XVI, diese Zeitschr. 
259, 442, 1933. 
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anderung des Abgeschiedenen in der Reihentolge: gutfliissige Tréptchen 
abgerundete, unregelmabige Kliimpchen korniger Niederschlag 
flockiger Niederschlag statt. 

Die mit 6-1, 5-1 und 4-1* in rein wassecrigem Milieu auftretende Ab- 
scheidung ist ebenfalls ausgesprochen gut fliissig. und auch diese erleidet 
bei Erhéhung der Acetonkonzentration die gleichen Veranderungen. 


Bis jetzt war nur die Rede von Neutralsalzen eines bestimmten 
Typus, weil erfahrungsgemaB die Valenz in allererster Linie von Be- 
deutung ist. Damit ist nicht gemeint, daB bei den verschiedenen 
teprasentanten eines bestimmten Typus keine spezifischen Unterschiede 
je nach der Natur der Ionen vorhanden seien. Das Ziel der vorliegenden 
Untersuchung war besonders, diese spezifischen Unterschiede kennen- 
zulernen, wobei wir uns auf die Erdalkali-, Magnesium- und Alkalisalze 
beschrinken muBten, da von diesen die lyotrope Reihenfolge der 
Kationen gut bekannt ist. 


Da wir zur Erzielung von Autokomplexkoazervation des Gummi 
arabicum-Sols mit diesen Neutralsalzen aber der Mitwirkung eines 
Desolvatationsmittels bediirfen (Koazervationsmischtypus 4-1)!, bot 
sich gleichzeitig die Méglichkeit, orientierende Erfahrungen iiber die 
spezifischen Unterschiede der desolvatierenden Nichtelektrolyten zu 
sammeln, wofiir wir Methyl-, Athyl-, Propyl- und Isopropylalkohol 
wahlten. 

2. Spezifische Neutralsalzeinfliisse. 

Als Ausgangsmaterial benutzten wir ein Grummi arabicum von sehr 
guter Qualitat, namlich ,,Gomme Senegal premier petite boulle blanche™ 
der Firma Alland & Robert in Paris. Durch mechanisches Einriihren des 
zu einem feinen Pulver zermahlenen Gummis in destilliertes Wasser wurden 
1°, ige Sole hergestellt. die nach Erhitzen auf dem Wasserbad filtriert und 
im Eisschrank aufbewahrt wurden. Zuerst untersuchten wir einige Neutral- 
salze des Typus 2-1, wobei wir als Desolvatationsmittel Athylalkohol be 
nutzten. 


Die Alkoholkonzentrationen wurden so gewahlt, dai die vor- 
handenen spezifischen Einfliisse deutlich hervortreten konnten, z. B. 
9,5cem Athylalkohol + 13,5 ccm Neutralsalzlésungen  verschiedener 
Konzentration + 2 cem Sol. 

Die durch Koazervation bzw. Flockung nach einer Wartezeit von 
1/, Stunde aufgetretenen Lichtabsorptionen in einer Schichtdicke von 


* Mit dem zu Hydrolyse neigenden Th-Nitrat entsteht aber eine 
Flockung. Auch bei der Aufhebung dieser Flockung mit Neutralsalzen 
treten einige Komplikationen auf, die auf Hydrolyse des Thoriumsalzes 
zuriickzufiihren sind. 

1 Diese Zeitschr. 248, 115, 1932. 
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10mm der Gemische wurden mit dem Extinktiometer nach Voll ge- 
messen (vgl. Abb. LA). Die benutzten Neutralsalze zeigen die Reihen- 
folge: 

ja (NO.), > Ca(NO,)o src, Mg (NC, )o. 


Bei dieser Versuchsreihe mit 38 Vol.-°,, Athylalkohol zeigen nur die 
drei ersten Glieder Instabilitatstrajekte. (Wo der absteigende Ast 
der einzelnen Kurven nicht weiter gezeichnet ist, setzte die Léslichkeit 
des Neutralsalzes eine Grenze.) Magnesiumnitrat selbst aber ruft 
keine Opaleszenz hervor. 

Bei 40 Vol.-°, Athylalkohol haben sich die Trajekte schon ansehnlich 
verbreitert und liegen die Maxima der Kurven viel héher, die Reihenfolge 
ist aber dieselbe geblieben, und auch Magnesiumnitrat gibt noch kein Koazer- 
vationstrajekt. Dies ist in geringem Mabe erst von etwa 42 Vol.-°, Athy 
alkohol ap der Fall. 
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Abb. 1 
Instabilitétstrajekte des Gummi arabicum-Sols bei 38 Vol.-° 9 Athylalkohol mit einigen Neutral- 
salzen des Typus 2-1. (Die beschrinkte Lislichkeit der Bariumsalze in diesem Milieu ver- 
hindert die Weiterverfolgung der absteigenden Kurveniiste.) Ordinate: Licht .absorption* 
n ‘ in einer Schichtdicke von 10mm. Abszisse: 10g der Neutralsalzendkonzentration in 
Aquivalenten fiir 1 Liter. 


Es wurden weiter bei einigen Alkoholkonzentrationen (34, 36 und 
38 Vol.-°,, Athylalkohol) Bariumchlorid, Bariumnitrat und Barium- 
rhodanid miteinander verglichen. Die mit 38 Vol.-°,, Alkohol erhaltenen 
Versuchsergebnisse sind ebenfalls in Abb. 1B eingetragen. In jeder 


der drei Versuchsreihen wurde dasselbe gefunden: Die Kurven dieser 
Neutralsalze liegen einander ziemlich nahe, und da die Versuche nicht 
wirklich gleichzeitig angestellt wurden, ist nicht mit Sicherheit auf eine 
bestimmte Anionenfolge zu schlieBen, zumal in einer der Reihen selbst 
eine geringe Uberschneidung der Rhodanid- und Chloridkurve auftrat. 

Fir eine Entscheidung waren erneute Messungen auszufiihren, bei 
denen das Endvolumen der Gemische wenigstens zweimal so gros gewahit 
werden muB (da die Lage der Kurven gegen die Alkoholkonzentration 
auBerst empfindlich ist und letztere dann besser reproduziert werden kann). 
Aus solchen an Natriumarabinatsol angestellten Messungen. wobei aber 


it? 
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anstatt Athylalkohol als Desolvatationsmittel Aceton gewahlt wurde, geht 
in der Tat hervor, daB Bariumnitret und Bariumchlorid sich in ihrer Wirkung 
kaum unterscheiden, wahrend das Maximum der Bariumrhodanidkurv: 
ein wenig héher liegt als das der beiden anderen Salze. Diese Versuche 
werden an anderer Stelle austiihrlicher wiedergegeben werden. 

Wenn wir auf die spezifischen Einfliisse der Kationen zuriick- 
kommen, so diirfen wir schlieBen, daB die Strontiumnitratkurve, die 
wir in Abbildung 1A entbehren, etwa an derselben Stelle liegt wie 
die Strontiumchloridkurve. 

Von gréBter Wichtigkeit fiir die relative Lage der Kurven ist also 
die lyotrope Stellung der Kationen, indem die Héhe des Maximums 
in einem gewissen giinstig gewahlten Trajekt der Alkoholkonzentration 
(namlich bei jenen Alkoholkonzentrationen, bei denen die Koazervations- 
trajekte eben anfangen in Erscheinung zu treten) rasch abnimmt in 
der Reihenfolge : 

Ba > Sr > Ca > Mg, 
waihrend die lyotrope Stellung der Anionen dabei nur von untergeord- 
neter Bedeutung ist. 

Auber mit Athylalkohol wurden ahnliche Versuchsreihen mit Methy! 


und Isopropylalkohol und beim Natriumarabinatsol mit Aceton angesetzt. 
wobei wir zu demselben Ergebnis gekommen sind. 


Jetzt wenden wir uns zu den Neutralsalzen des Typus 1-1. 

Mit Lithiumchlorid, Natriumchlorid und Kaliumchlorid als Neutral- 
salzen wurden folgende Mischungsreihen angesetzt: 

11,5 cem Athylalkohol + 11,5 cem Neutralsalzlésung verschiedener 
Konzentration + 2 cem Sol. 
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Die Versuchsergebnisse sind in Abb. 2 wiedergegeben. Auch hier 
tritt wieder sehr ausgesprochen die lyotrope Reihe der Kationen auf: 
K > Na > Li, 


wihrend aus anderweitigen Versuchen ebenfalls hervorgeht, daB die 
lyotrope Stellung der mit ihnen kombinierten Anionen von viel ge- 
ringerer Bedeutung fiir die Lage der Kurven ist. 
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Doch sind sie deutlich starker als bei den Neutralsalzen des Typus 2-1, 
wie aus genaueren Messungen beim Natriumarabinatsol unter Mitwirkung 
von Aceton als Desolvatationsmittel hervorgeht. Die spezifischen Anionen 
eintliisse treten offenbar stirker hervor, falls die Elektrolytkonzentration 
an sich héher ist (es liegt das Maximum der 2-1-Salze etwa bei n/10, dagegen 
das der 1-1-Salze bei etwa 6.7 bis 0.8 n). 


Daraus gewinnt man den Eindruck, daB die spezifischen Anionen- 
einfliisse das kolloide Teilchen erst sekundar (z. B. durch Beeinflussung 
des Dispersionsmittels, wodurch der Desolvatationsmechanismus etwas 
abgeindert wird), die spezifischen Kationeneinfliisse (stark sowohl 
bei den Erdalkali als den Alkalisalzen vorhanden, trotz des Unter- 
schiedes in der Lage des Maximums) dagegen das Teilchen selbst an- 
greifen. Das ist aber sofort begreiflich: Es handelt sich ja hier um cine 
Autokomplexkoazervation eines negativen Sols, wobei der erforderliche 
Ladungsgegensatz eben durch Anheftung von Kationen zustande 
kommt. Weil iiberdies diese Koazervation erst unter Mitwirkung 
eines Desolvatationsmittels zustande kommt, mu die Hydratation 
der zur Anheftung gelangenden Kationen ein der Koazervation ent- 
gegenwirkender Faktor sein, da sie zu einer Erhéhung der effektiven 
TeilchenabstoBung fiihrt. Man mu also erwarten, dal, je starker das 
Kation hydratisiert ist, es um so mehr dem tatsichlichen Erscheinen 
der Instabilitatstrajekte bei allmablicher Steigerung der Alkohol- bzw. 
Acetonkonzentration entgegenwirkt. Im Einklang mit dieser Er- 
wartung stehen die experimentellen Befunde: Lithium bzw. Magnesium 
sind die am starksten hydratisierten Kationen der untersuchten Kationen- 
reihen, sie wirken dem ersten Erscheinen der Koazervationstrajekte 
am meisten entgegen. Mit Kalium bzw. Barium, den am schwichsten 
hydratisierten Kationen, treten die Koazervationstrajekte innerhalb 
jeder Gruppe bei allmahlicher Erhéhung der Desolvatorkonzentration 
am ersten in Erscheinung. 


3. Spezifische Alkoholeintliisse. 


Es wurden nun Mischungsreihen angesetzt von der Zusammensetzung: 
zcem Alkohol (23-2) cem Neutralsalzlésung varierter Konzentration 
2 cem Gummi arabicum-Sol von | °,,. wobei wir als Neutralsalze wahlten: 
Luteokobaltchlorid (3-1), Magnesiumehlorid (2-1) und Natriumnitrat (1-1) 
und als Alkohole: Methyl-, Athyl-, Propyl- und Isopropylalkohol. 


In jeder der zw6lf Kombinationen von Neutralsalz + Alkohol wurden 
vier Reihen durchgemessen mit solchen in jeder Reihe konstant gehaltenen 
Werten von 2, dab die Koazervationstrajekte bei dem niedrigsten Wert 
von x eben in Erscheinung treten. bei den iibrigen (jeder folgende um nut 


0.5cem gréBer) das Maximum der Kurve sich rasch unter gleichzeitiger 
Verbreiterung des Instabilitatstrajektes und geringer Verschiebung der 
Lage des Maximums nach der Seite der kleineren Neutralsalzkonzentration 
nach oben hin verschiebt. 
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Das in dieser Weise erhaltene umfangreiche Versuchsmateria| 
zeigt nun, daB, sobald bei allmahlicher Erhéhung der Alkoholkonzentra- 
tion die Instabilitatstrajekte erscheinen, ihre Maxima nahezu_ bei 
derselben Konzentration des Neutralsalzes liegen (Luteokobaltchlorid : 
log C = 0,83: MgCl,: log C = 0,0--1; NaN O,: log C = 0,9—1 bis 0,0) 
unabhingig davon, ob Methyl-, Athyl-, Propyl- oder Isopropyl- 
alkohol benutzt wurde!. (Nur in den Kombinationen Natriumnitrat 
mit Propyl- und Isopropylalkohol liegt das Maximum beim ersten 
Erscheinen tiber 1 n, riickt aber bei Erhéhung von x bald an die normale 
Stelle.) 

Nachdem wir durch obige Versuche, fiir deren Durchfiihung mehrere 
Solindividuen benutzt wurden, uns orientiert hatten, schritten wir 
zu Versuchsreihen, bei der wir einen genaueren Vergleich der spezifischen 
Unterschiede der Alkohole anstellen konnten, indem wir nur eine Neutral- 
salzkonzentration (nimlich diejenige, bei der das Maximum des zu- 
gehérigen Salzes liegt, also sechs Milliaquivalente fiir Luteokobalt- 
chlorid, 100 Milliaéquivalente fiir Magnesiumchlorid und 800 Milli- 
aiquivalente fiir Natriumnitrat) einhielten und so imstande waren, den 
Vergleich der Alkohole fiir jedes Neutralsalz mit demselben Sol und 
gleich nacheinander anzustellen. 

Die Versuchsreihen hatten folgende Zusammensetzung: 

6 ccm Luteokobaltchloridlésung von 25 Milliiquivalenten im Liter 
+ a2cem Methyl- bzw. Athyl- bzw. n-Propylalkohol + (17-2) cem 
destillierten Wassers +- 2 cem Sol; 5 cem 0,5 n Magnesiumchloridlésung 
+ a2ecm Methyl- bzw. Athyl- bzw. n-Propylalkohol + (18-2) eem 
destillierten Wassers + 2cem Sol; 4cecm 5n Natriumnitratlésung 
-+-aecem Methyl- bzw. Athyl- bzw. n-Propylalkohol + (19-2) cem 
destillierten Wassers -+ 2 cem Sol. 

‘In der Tabelle I sind die Versuchsergebnisse zusammengestellt. 
Fir den Vergleich der Alkoholwirkung ist es aber notig, die Konzentra- 
tionen der Alkohole nicht in Volumprozenten (== 4. 2) einzuhalten, 
sondern sie auf Molekiilprozente umzurechnen. 

Bei dieser Umrechnung haben wir das vorhandene Gummi arabicum 
und das Neutralsalz vernachlassigt. Diese erste Anniherung ist fiir unsere 
Zwecke geniigend genau, denn die Vernachlissigung der sechs Milliaqui- 
valente Luteokobaltchlorid und auch noch der 100) Millidquivalente 
Magnesiumchlorid in der Neutralsalzlésung ergibt Fehler in den Werten 
des Molekiilprozentes unterhalb 0,19, und erst bei der viel hoéheren 
Natriumnitratkonzentration von 800 Milliiquivalenten im Liter betragt 
der Fehler einige Zehntelprozente. 


1 Auch mit Aceton als Desolvatationsmittel fanden wir in der LX. Mit- 
teilung dieser Reihe (diese Zeitschr. 248, 115, 1932, vgl. dort Abb. 1) die 
gleichen Konzentrationen fiir die Lage der Maxima. 
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Spezitische Einfltisse einiger primarer Alkohole. 








Methylalkohol 
Neutralsalz z Konzen- Licht- 
tration absorption 
Mol.-° » 6 
5 
5,5 
Luteokobalt- 6 12.4 12,5 
chlorid 65 13.5 38 
(6 Milliaqui- 7 14.8 62 
valente) 7.5 16,0 77 
8 17.3 84.5 
S.5 18.6 87,5 
8.5 
9 
9.5 
19 
Magnesium- 10.5 
chlorid 11 . 
. 11,5 
(100) Milli- 12 99 95 
aquivalente) 125 30.6 De 
13 32.4 46 
13,5 54,3 Ss] 
14 36 87 
14,5 38,1 89.5 
8.5 
9 
9.5 
10 
10.5 
Natrium- 11 
nitrat 11.5 
(590 Milli- 12 
iy uivalente) 12.5 30,6 4 
13 32.4 25 
13.5 34,3 45 
14 36 60 
14.5 38.1 65 
15 40,2 68 


Die Berechnung erfolgte nach der Formelt: 


M 


Athvlalkohol 
Konzen- Licht- 
tration absorption 
Mol.-0 

69 4.5 

77 21 

8.6 46 

9.4 66 

10,4 77 
11,4 83,3 
18,3 D 
19,7 41 
20,8 59.5 
22,1 77,5 
23,4 S7 
24,8 89.5 
18.3 3 
19,7 22 
20,8 51 
22,1 69 
23.4 74 
24.8 77 
2.3 

M 

(25 — xr) 
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Die gemessenen Lichtabsorptionen sind in Abb. 3 als Funktion 
der Alkoholkonzentrationen (ausgedriickt in Molekiilprozenten) ein- 
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getragen. Aus ihr ist ersichtlich, daB bei allen drei Neutralsalzen dieselbe 
GesetzmaBigkeit auftritt, indem offenbar ein Desolvatationszustand, 
der fiir Erzwingen der Autokomplexkoazervation eben erforderlich ist, 
bei um so geringerer Alkoholkonzentration erreicht wird, je langer 
die Kohlenstoffkette des primiren Alkohols ist. 
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Abb. 3. 
Spezifische Einfliisse einiger Alkohole beim Koazervations-(Flockungs)typus 4-1 des 
Gummi arabicum-Sols. 
Lichtabsorption (Ordinaten) in 10mm Schichtdicke als Funktion der Alkoholkonzentration in 
Molekiilprozenten (Abszisse) bei solchen konstant gehaltenen Neutralsalzkonzentrationen, bei 
denen die Maxima der Instabilititstrajekte beim ersten Erscheinen auftreten. 


Man kann dies auch so ausdriicken, daB die Fahigkeit zur De- 


solvatierung zunimmt in der Reihenfolge: 
Methylalkohol < Athylalkohol 


n-Propylalkohol. 
Aus weiteren Versuchen geht hervor, daB Isopropylalkohol sich ziemlich 


nahe an n-Propylalkohol anschlieBt. 
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4. Zusammenfassung. 

1. Beim Koazervationstypus 4-1 (Autokomplexkoazervation mit 
niedrigerwertigen lonen unter Mithilfe eines Desolvatationsmittels) 
wurde am Beispiel des Gummi arabicum-Sols untersucht, inwiefern 
Unterschiede auftreten, wenn man a) bei den Neutralsalzen der 
Typen 2-1 und 1-1, das Kation bei gleichbleibendem Anion variiert 
bzw. das Anion bei gleichbleibendem Kation wechselt, b) wenn man 
bei Luteokobaltchlorid, Magnesiumchlorid oder Natriumnitrat  ver- 
schiedene Alkohole als Desolvatationsmittel benutzt. 

2. Hinsichtlich a) wurde gefunden, daB die Auswechslung des 
Anions relativ von geringer Bedeutung ist, die Auswechsling des 
Kations dagegen viel starkeren EinfluB hat. Zwar erscheinen bei all- 
mahlicher Erhéhung der Alkoholkonzentration die Koazervations- 
trajekte bei den einzelnen Gliedern an derselben Stelle der Neutralsalz- 
konzentration, sie treten aber in bezug auf die bendétigte Alkohol- 
konzentration in folgender Reihe auf: 

Ba Sr Ca Mg und Kk Na Li. 


Aus der Theorie der Autokomplexkoazervation sind diese Befunde zu 
erwarten., 


3. Hinsichtlich b) wurde gefunden, da bei ein und demselben 
Neutralsalz bei Verwendung verschiedener Alkohole zwar das In- 
stabilitaétstrajekt meistens an derselben Stelle der Neutralsalzkonzentra- 
tion zuerst erscheint, daB aber dazu um so kleinere Alkoholkonzentra- 
tionen (in Molekiilprozenten) erforderlich sind, je langer die Kohlen- 
stoffkette des Alkohols ist. 


Zur Frage der Hitzeinaktivierung der Amylase. 


Von 


A. Oparin und $. Manskaja. 


(Aus dem Biochemischen A. Bach-Institut des Volkskommissariats fiir 
Gesundheitswesen, Moskau.) 


(Eingegangen am 16, Februar 1933.) 


Es ist bekannt, daB das Temperaturoptimum der Fermentwirkung 
in bedeutendem MaBe durch Anwesenheit von Begleitstoffen in der 
Lésung beeinfluBt ist. Insbesondere kann durch Zusatz von ver 
schiedenen Zuckern, von Glycerin und dergleichen eine betrachtliche 
Verschiebung der Temperaturschwelle erzielt werden, oberhalb deren 
die vollstindige oder partielle Inaktivierung der Fermente erfolgt. 
Die Thermostabilitét der Fermente erscheint in Gegenwart der ge- 
nannten Substanzen erhéht. 


Gewohnlich wird diese Erscheinung mit der Schutzwirkung des Sub- 
strates auf das Ferment in Verbindung gebracht. Bereits C. O'Sullivan 
und F. Tompson (1) suchten in ihren Untersuchungen itiber die Invertase 
die gesteigerte Stabilitit dieses Ferments in Gegenwart von Rohr- und 
Invertzucker dadurch zu erklairen, daB hierbei Verbindungen des Ferments 
mit dem Substrat oder dessen Zerfallsprodukten gebildet werden, die 
resistenter gegeniiber Temperaturerhéhung sind als das freie Ferment. 
Die Autoren glaubten sogar, eine gewisse Abhangigkeit zwischen det 
Affinitat des Ferments zum Substrat und der Schutzwirkung des letzteren 
festzustellen. Den gleichen Standpunkt nahmen C. Hudson und Paine (2) 
ein, die die Schutzwirkung des Rohrzuckers bei der Erhitzung von Saccharase- 
lésungen untersuchten. In der unlingst erschienenen Arbeit von Auden (3) 
ist endlich gleichfalls von der Erhaltung der Invertasewirkung bei Erhéhung 
der Substratkonzentration die Rede. Wahrend das Temperaturoptimum 
der Invertasewirkung bei niedrigen Rohrzuckerkonzentrationen bei 50 bis 55° 
gelegen ist, erscheint das Optimum bei Beobachtung der Wirkung in 70 °,iger 
Saccharoselésung gegen 65 bis 70° verschoben. Ahnliche Beobachtungen 
liegen in bezug auf die Amylase vor. In der Arbeit von Chrzaszcz und 
Pierozek (4) finden wir die Angabe, da®B die Inaktivierungsschwelle det 
Amylase durch Starke um 10° verschoben werden kann. Besonders wirksam 
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ist in dieser Hinsicht dicker Starkekleister von hohem Dispersitatsgrad. 
Wohl und Glimm (5) meinten, daB die Wirkung der Starke im wesentlichen 
die starkelésende Fahigkeit der Amylase betrifft. wahrend das Ver 
zuckerungsvermogen verhaltnismaBig wenig geschiitzt wird. In letzterer 
Hinsicht wirkt Zusatz von Maltose viel besser. Die genannten Autoren 
untersuchten den EinfluB von Maltose, Glucose, Invertzucker, Dextrin, 
Rohrzucker und Starke. Diese Substanzen wurden in verschiedenen Kon- 
zentrationen zur Amylaselésung zugesetzt. Es ergab sich, dab die stiarkste 
Schutzwirkung der Maltose gehért. Wird eine Amylaselésung genommen. 
die 10°, von diesem Zucker enthalt, so kann man sie 10 Minuten lang 
auf 60° erhitzen ohne das Ferment zu schadigen. Glhacose. Invertzucke 
und Dextrin entfalten bei etwa doppelter Konzentration die gleiche Schutz 
wirkung. Die Schutzwirkung des Rohrzuckers war allerdings schwiacher, 
aber dennoch vorhanden; diese Tatsache steht im Widerspruch zu der 
erérterten Auffassung der Schutzwirkung, da Saccharose nicht als Substrat 
der Amylase betrachtet werden kann. Die Schutzwirkung des Rohrzuckers 
wird auch in den spateren Untersuchungen von A. Hizume (6) tiber Speichel- 
diastase angegeben. Allerdings wirkten auch in diesem Falle Maltose und 
Glucose am besten, doch blieb auch der Rohrzucker nicht ohne Wirkung. 
SchlieBlich finden wir in der Arbeit von Sherman und Walker (7) Angaben 
liber die Wirkung von Aminoséuren, welche die Amylase vor der Zer- 
stérung durch erhéhte Temperaturen schiitzen. Diese Tatsache kann 
ebenfalls nicht im Lichte der eben erwaihnten Vorstellungen erklart werden. 

Es besteht eine andere Erklarungsmoglichkeit fiir diese Schutzwirkung 
der Kohlenhydrate. Die Wirkung der Temperaturerh6hung kann nicht 
bloB auf das Ferment selbst gerichtet sein, sondern aut kolloidale Begleit- 
stoffe, deren Dispersitatsgrad dadurch bedeutend geandert wird. — Der 
bei Verringerung der Dispersitat der Kolloide, speziell bei der Hitze- 
koagulation der EiweibBstoffe entstehende Niederschlag adsorbiert die in 
Lésung befindlichen Fermente. Diese Adsorption ist mit einer Abnahme 
der Wirksamkeit der Fermente oder mit deren vollstandiger Inaktivierung 
verbunden. Indem die Konzentration des Zuckers in der Loésung erhdht 
wird, kann die Koagulation der EiweiBstoffe hintangehalten und auf diese 
Weise die Thermostabilitat des in der Loésung enthaltenen Ferments 
erhéht werden. 

Ein Hinweis auf das Vorhandensein eines Zusammenhanges zwischen 
der EiweiBkoagulation und der Hitzeinaktivierung der Fermente liegt 
vor in dem auBerordentlich hohen Temperaturkoettizienten des einen wie 
des anderen Vorganges [vgl. die Arbeiten von H. Chick und C. Martin (8)}. 
Die K,-Werte werden bei der Eiweibkoagulation bereits bei einer Tem- 
peraturerhéhung von | bis 2° verdoppelt, wahrend nach der vant Hoffschen 
Regel eine Zunahme der RKeaktionsgeschwindigkeit um das 2- bis 2'/,fache 
erst bei einer Temperatursteigerung von 10° zu erfolgen hat. Dergleichen 
anormal hohe Temperaturkoeffizienten sind auch fiir eine Reihe von Fer- 
menten festgestellt worden [siehe Sv. Arrhenius (9)]. Diese Ubereinstimmung 
ist sechwerlich ein Zufall. sie scheint vielmehr einen inneren Zusammenhang 


zwischen den genannten Prozessen widerzuspiegeln. 

Die Fahigkeit von FiweiSniederschlagen, daran adsorbierte Amylase 
zu inaktivieren, wurde durch die Untersuchungen von A. Oparin und 
A. Kurssanow (10) bestitigt. Die Autoren haben erwiesen, dai in allen 
denjenigen Fallen, wo es durch Einwirkung verschiedener physikalischer 
oder chemischer Faktoren zur Ausfallung von Eiweis kommt (beim Altern 
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der Praparate, Schutteln der Losungen, Zusatz von Tannin, Coffein, Salze1 
Sduren usw.), eine Inaktivierung des Ferments stattfindet. Dabei kan: 
durch Zentrifugieren der Mischung und nachtragliche getrennte Unte1 
suchung des Zentrifugats und des Niederschlags gezeigt werden, dal das 
ganze verschwundene Ferment im Niederschlag im inaktiven Zustan 
vorhanden ist, und nur durch Zusatz von Pepton oder durch Auflésen de: 
Fallung gelingt es, die Amylase wieder in Lésung zu bringen und ihr dadurc!} 
die Fahigkeit zur Starkespaltung wieder zu verleihen. 


Es erscheint berechtigt, auch bei der Hitzekoagulation des Eiweibes 
eine ahnliche Adsorption.der Amylase durch den entstehenden Niederschlag 
unter Inaktivierung des Ferments zu erwarten. 


Durch die Erhéhung der Zuckerkonzentration in Ejiweibstoffe ent- 
haltenen Lésungen wird die Koagulation der letzteren bedeutend erschwert 
Diese Tatsache ist schon lange bekannt und wurde von manchen Autoren 
beobachtet. Speziell bemerken A. Wohl und £.Glimm im SchluBteil der 
oben zitierten Arbeit, daB Amylaselésungen mit zunehmender Kohlen 
hydratkonzentration beim Erhitzen klar bleiben oder nur schwach opales- 
zieren. Dagegen werden zuckertreie Loésungen hierbei vollstandig triibe. 
In einer spiteren Arbeit von Bezlinssen (11) tinden wir eine Reihe von 
Angaben tiber die Antikoagulationswirkung von Saccharose und Glycerin. 
Auf Grund der experimentellen Befunde wird ein Zusammenhang aufgestellt 
zwischen dem Crad der Eiweiikoagulation, der Starke der Hitzeeinwirkung 
und der Konzentration obiger Substanzen. Die Schutzwirkung der Saccha 
rose ist bedeutend starker als die des Glycerins, aber die Wirkung beide1 
nimmt relativ zu mit Steigerung der Konzentration. 


Es erscheint nicht uninteressant, an dieser Stelle eine Reihe von 
Arbeiten aus der mikrobiologischen Literatur zu erwihnen, in denen ein 
Parallelismus festgestellt wird zwischen der Antikoagulationswirkung einer 
Reihe von Substanzen und ihrem Vermégen, die Thermostabilitaét von 
Antitoxinen, agglutinierenden Sera und dergleichen zu erhéhen. Silber 
und Schechter (12) wiesen nach, daB agglutinierende Sera. die unter Be- 
dingungen erhitzt werden, die der EiweiBkoagulation entgegenwirken, ihre 
Eigenschaften noch bei solchen Temperaturen beibehalten, die unter ge- 
wohnlichen Umstanden zur Zerst6rung der Agglutinine fiihren. Aulikow. 
Smirnow und Bobkowa (13) zeigten, daB Diphtherieantitoxin unter ahnlichen 
Bedingungen einen erheblichen Anteil seiner Aktivitaét sogar beim Erhitzen 
auf 100° behalten kann. Si/ber und Nikolskaja (14) untersuchten den 
KinfluB von Glycerin auf die Hitzekoagulation von Eiweif. Bei gewissen 
Konzentrationen dieser Substanz bleibt Serum sogar nach dem Erhitzen 
auf unbedeckter Flamme durchsichtig. Daneben zeigten die Versuche 
dieser Autoren, dafs Glycerin das Agglutinationsvermégen der Sera beim 
Erhitzen bis auf hohe Temperaturen in erheblichem Mabe zu schiitzen 
vermag. Spater stellten Si/ber und Wostruchowa (15) fest, daB Saccharose 
eine noch bedeutend stirkere Wirkung ausiibt als Glycerin. Kulikow (16) 
beobachtete die Schutzwirkung gesittigter Saccharoseldsungen beim 
Arbeiten mit Diphtherietoxin. Diese Wirkung der Saccharose fiihrt et 
auf die Verhinderung der Hitzekoagulation von Eiwei® zuriick. 


Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Annahme eines Zu- 
sammenhanges zwischen der Schutzwirkung und der Antikoagulations- 
wirkung der Zucker und anderer Substanzen nachzupriifen. Als Unter- 
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suchungsobjekt wurde Amylase gewahlt, als Schutzstoffe Rohrzucker 
und Glycerin, Verbindungen, die keine Substrate fiir das betreffende 
Ferment sind. 


Experimenteller Teil. 


In unserer ersten Versuchsserie stellten wir Beobachtungen an Uber 
die Schutzwirkung von Rohrzucker gegeniiber Amylase beim Erhitzen 
auf 100°. Dabei wurde einerseits die Konzentration des Rohrzuckers 
variiert, andererseits die Dauer der Hitzeeinwirkung auf die Amylase. 
Die Versuche wurden zum Teil direkt mit Extrakten aus Malz. zum Teil 
5°oiger Lésung von Diastase (.Werck) ausgefiihrt. 

Parallel zu den Amylasebestimmungen wurde in den erhitzten Losungen 
der Grad der Koagulation der Begleitproteine bestimmt. 


Die Versuchsanordnung war folgende: kleine E£rlenmeyer-WKolben 
wurden mit je 5cem Malzextrakt oder 5cem 5°oiger Lésung von Diastase 
(Merck) beschickt. Darin wurde Rohrzucker bis auf die erforderliche Kon- 
zentration gelést. In die Kontrollkélbchen kam Diastasel6sung ohne Zucker- 
zusatz. Alle Proben wurden gleichzeitig im kochenden Wasserbad erhitzt 
und nach Ablauf der betreffenden Kochzeit abgekiihlt. Sodann wurde zu 
den Kontrollproben ebensoviel Rohrzucker zugesetzt, wie in den ent- 
sprechenden Versuchsproben enthalten war. Zu allen Kolben wurde je 
20 cem Wasser zugesetzt, die Lésung gut durchmischt und 10 ¢cem davon 
mit 65ceem 3°,iger léslicher Starke versetzt. Pufferl6sungen wurden in 
dieser Versuchsserie nicht zugesetzt. Das py der Losungen wurde aber 
gepriift ; es war in allen Proben konstant und betrug etwa 6,5. 


Alle Portionen wurden 2 Stunden lang im Thermostaten bei 37° stehen- 
yvelassen. Sodann wurde in allen Portionen nach Hertrand die Menge de 


‘ 


gebildeten Maltose bestimmt. Parallel hierzu erfolgte die Bestimmung 
der beim Erhitzen koagulierten Eiweibstoffe. Zu diesem Zwecke wurden 
die beim Erhitzen erhaltenen Mischungen energisch zentrifugiert. Der 


abgesetzte Niederschlag wurde wiederholt mit Wasser gewaschen und 
darin der Stickstoff nach D. Acel (17) bestimmt. 

Die Resultate der Bestimmungen sind in den folgenden Tabellen 
wiedergegeben. In diesen Tabellen ist die Aktivitaét der Amylase aus- 
gedriickt in Milligrammen gebildeter Maltose pro 0.1 g Diastase. 


Tabelle I. 
Aktivitat der Amylase nach Erhitzen aut 100° wahrend 3 und 
6 Minuten. 





3 Min. erhitzt 6 Min. erhitzt 

Nr. mg ~ Aktivitat mg Aktivitat 

Maltose in %> Maltose in %% 
l Momereiie .......6%° 0 0 0 0) 
2 | +60% Zucker ...... Spuren — 
: + 89°, Sag ge SY aRoree* 21,9 18 _ 
4 +100% ., ae te Ne 27,9 22 0 0 
5 | +150% , a oa - ~ 10,8 S 
6 + Zucker zur Sattigung. . . 85,7 67 17,5 14 
7 Nichterhitzte Probe. ... . 121 100 121 100 





3 
* 
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Aus Tabelle 1 ist zu ersehen, dali Rohrzucker die Amylase vor I 
aktivierung schiitzen kann, sogar wenn die FermentlOsung wahrend 6 Minute: 
aut dem kochenden Wasserbad erhitzt wird. Dabei hangt der verscho: 
bleibende Anteil der Aktivitat sowohl von der Zuckerkonzentration a! 
wie von der Dauer des Erhitzens. Auch bei vollstandiger Sattigung ce 
Léosung mit Rohrzucker erfolgt bei 100° eine Inaktivierung des Ferment- 
aber die Inaktivierung schreitet unter solchen Bedingungen langsam voi 
nach 3 Minuten Siedehitze bleiben noch 67°, der anfanglichen Amylas 
aktivitat erhalten. Nach 6 Minuten langem Erhitzen sinkt dieser Ante 
bis auf 14°). 


Der Zusammenhang zwischen der Dauer des Erhitzens und dem Grad 
der Erhaltung der Fermentaktivitat ist aus folgender Tabelle zu ersehen. 
Tabelle Il. 


Aktivitat der Amylase nach Erhitzen auf 100° wihrend 1, 3, 6 
und 9™Minuten. 





1 Min. 3 Min. 6 Min. 9 Min 
Nr. mg } mg ‘ mg 7 vt iw mg 
Maltose ) Maltose Maltose Maltose 
1 Kontrolle . . . 0 0 0 0 0 0 0 0 
2. + Rohrzucker 
zur Sattigung 85,7 70 74,6 61 17,1 14 0 0 
3 Nicht erhitzt. . 121 100 = 121 190) =121 100 121 100 


Die Beobachtung der Koagulation der die Amylase begleitenden 
Eiweibstoffe ergab stets eine ziemlich reichliche Niederschlagsbildung 
beim Kochen von Lésungen, die keinen Zucker oder nur geringe Mengen 
davon enthielten. Desgleichen kam es auch in konzentrierten Zucker- 
lésungen zur Koagulation von EiweiB, falls diese langere Zeit (mehr als 
6 Minuten) gekocht wurden. Bei kurzdauerndem Erhitzen blieben solche 
Lésungen mehr oder weniger durchsichtig. Die Bestimmung des Stickstoffs 
der unter verschiedenen Bedingungen koagulierten EiweiBstoffe ergah 
folgende Resultate. 

: Tabelle III. 
Einflu&B der Zuckerkonzentration auf den Grad der Eiweil- 
koagulation bei 3 Minuten langem Kochen. 





Eiweili-N im Niederschlag Eiweif-N 
“ e a. 


Nr. ie Oi, see in Lisung (Differenz) 
in mg Kontrolle in ° 

l | Memes . 6 6 we ss 0,136 100 0 

2 i +Zucker...... 0,120 88,4 11,6 

3  +Zucker zur Sattigung 0,048 35.3 64.7 


Die letzte Spalte der Tabelle III kennzeichnet die Menge von Eiweil, 
die unter den betreffenden Bedingungen nicht koaguliert wurde und in 
Lésung verblieb. Diese Menge ist um so gréBer, je héher die Zuckerkonzen- 
tration. Die Tabelle IV zeigt. daB ein desto gréBerer Anteil der Amylase 
in aktivem Zustande bleibt, Je mehr unkoaguliertes Eiwei®B vorhanden. 
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Tabelle LV. 





Nr. FiweiB-N in Losung Aktivitat der Amylase 
1 Kontrolle ..... eg 0 () 
2 +80% Zucker ...... 11.6 1s 
3 + Zucker zur Sattigung . . 64,7 67 


Ahnliche Verhaltnisse bestehen beim Vergleich verschiedener Zeit- 
dauern des Erhitzens. 
Tabelle Y. 
Eintluf der Dauer des Erhitzens aut den Grad der Eiweilb- 
koagulation. 


(Alle Proben mit Zucker gesattigt.) 





Eiweili-N im Niederschlag Eiweif-N 
me —_——— eae’ “vaemumemaneae in Losung 
my zur Kontrolle 
1 Kontrolle. . . . eo Aah te 0.16 10) ) 
2 | 3Min.erhitzt...... 0,05 30.0 70 
3 S « e Bar = Pes eg Ma 0.12 75.1 24 


Bei verlangerter Dauer des Erhitzens wird folglich ein betrachtlicher 
Teil der das Ferment begleitenden Eiweiljstotfe ausgefallt. Parallel hierzu 
wird in steigendem Mabe die Amylase inaktiviert. 


Ta belle VI. 





Eiweil-N 


Nr. n Losur Aktivitat der Amylase 
l Kentrolle. . . . . 0 0 
2 3Min. erhitzt. . . 70 61 
36 , eo ee 24.9 14 


Bekanntlich hangt die Koagulation der Eiweibstoffe weitgehend vom 
pa der Lésung ab. Unter unseren Bedingungen erfolgte die EiweiBkoagula- 
tion bei vollstandiger Sattigung der Loésung mit Zucker und 3 Minuten 
langem Erhitzen in viel starkerern MaBe. wenn die Lésung durch Zusatz 
von Phosphat puffer auf py 3.7 gebracht wurde. 


Tabelle VII. 


EiweiBkoagulation bei 3 Minuten langem Kochen der Lésung. 





Eiweifi-N im Niederschlag = 
: Eiweili-N 


Nr. - in Lisung 
mg ©, zur Kontrolle (Differenz) 

1 Kontrolle. . . . . 0.136 100 0) 

2 | a 0,096 63,7 36.3 

3 S| ee 0,048 35.5 64,7 
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Kin ganz entsprechender Zusammenhang bestand fiir die Inaktivierung 
der Amylase. 
Tabelle VIII. 
Inaktivierung der Amylase durch 3 Minuten langes Kochen bei 
verschiedenem pq. 





Nr. Aktivitit in % » 
1 Kontrolie .. ... ee 0 

2 | pn 37 . ia 21.5% 

3 We OO .. . ane" sree 50,2 * 

4 OeGe «ss : rata 62,2 

S few? . nou -see, 63,8 


* Inversion des Rohrzuckers bei den Bestimmungen beriicksichtigt. 


Alle mitgeteilten Versuche zeigen, daf die Inaktivierung der Amylase 
jedesmal in dem gleichen MaBe gehemmt wird, wie es gelingt, die Inversion 
der Amylase zu verhindern, und vice versa, bei den Bedingungen der Zucket 
konzentration, Kochzeit und Wasserstoffionenkonzentration, bei denen 
eine starkere EiweiBkoagulation stattfindet, wird auch das Ferment leichte: 
inaktiviert. 

in der folgenden Versuchsserie wurde als Antikoagulans Glycerin 
angewendet. In vollstaindiger Ubereinstimmung mit den Ergebnissen 
friiherer Autoren konnten wir uns iiberzeugen, daB Glycerin das Ferment 
in geringerem Mabe vor der Hitzeinaktivierung schiitzt als Rohrzucker. 
Bei der Variation der Dauer des Erhitzens und der H-lonenkonzentration 
erhielten wir jedoch auch in diesem Falle die gleichen Beziehungen zwischen 
der Fermentaktivierung und der EiweiBkoagulation wie in der vorangehenden 
Versuchsserie. 

Indem wir zu einem Volumen Merckscher Diastaselésung 3 Volumen 
Glycerin zusetzten, erhielten wir folgende Resultate. 


Tabelle IX. 


EinfluB der Temperatur und Erhitzungsdauer auf die Aktivitiat 


der Amylase in Gegenwart von Glycerin. 





Nr. mg Maltose = “ptiyitat 
1 moms .. «1 «ss 6 < | 0 0 
2 20 Min. bei 65° .. . 85,1 87 
CS Gp: ees. 5 7,9 8,1 
te a. eee 0,3 0,3 
5/3, ,10°.... 0 0 
6 || Nicht erhitzt ..... 97,1 100 


Beim Zusatz von Glycerin in dem angegebenen Verhiltnis zu Malz- 
extrakt 1éBt sich eine etwas stirkere Schutzwirkung feststellen. 
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Tabelle X. 


Glycerin gegentitber der Amylase des 


Malzextraktes. 


Schutzwirkung von 





Aktivitat 


Nr. mg Maltose in °%, 
l Kontrolle . . 0 0 
2 1 Min. bei 100° " 48.9 41,5 
aus ~« Sd 0 0 
4 Nicht erhitzt ..... 117 100 


Die parallel laufenden Bestimmungen der Antikoagulationswirkung 
der betreffenden Glycerinkonzentration in bezug auf die Losuny -Werekscher 


Diastase ergab folgende Resultate. 


Tabelle XI. 


EKiweiBkoagulation in Glycerinlésung. 





Nr. Eiweil-N in Lésung 
1 UN psa: ot ee oe ee 0) 
2 20 Min. bei 65° ...... 100 
3 e = ie 20 
4 .. ae 0 


Ahnlich wie dies beim Zusatz von Rohrzucker der Fall war, hatte auch 
bei den glycerinhaltigen Lésungen die H-Konzentration einen wesentlichen 
KinfluB auf die GréBe des verschont bleibenden Anteiles der Amylase. 
So erhielten wir bei I Minute Kochen dem 
angegebenen Gehalt an Glycerin folgendes Ergebnis. 


Jangem von Lésungen mit 


Tabelle XII. 


. 
Inaktivierung der Amylase in Glycerinlésung durch 
langes Kochen bei verschiedenem pu. 


I Minute 





Nr. Aktivitit in °/, 
1 eS a, ot 0) 

2 Oo. AES eee ara 9.6 

3 Pu 5.5 Se oe a ae 10.4 

4 PH 6.1 ee , _— 1,0 

D Pu Te «6 5. wes * 0 


Hier ist das Maximum der Schutzwirkung etwas nach der sauren Seite 
hin verschoben im Vergleich zu dem bei Zusatz von Kohrzucker beob- 
achteten. Eine entsprechende Verschiebung erhielten wir auch in bezug aut 


die EiweiBkoagulation. Auf diese Weise finden wir auch fiir die Glycerin. 


lésungen den gleichen Parallelismus zwischen EiweiBkoagulation und 
Fermentinaktivierung, den wir eingangs bei den Versuchen mit) Rohr- 


zucker erértert haben. 
In den oben beschriebenen Versuchen handelte es sich um das Erhalten- 


bleiben eines gewissen Anteiles der Aktivitat der Amylase. Diese Er- 
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scheinung ist nicht mit der sogenannten Regeneration der Fermente zu 
verwechseln, die fiir die Amylase von Gramenitzky (18), Biedermann (19), 
Chrzaszcez (20), Bach und Oparin (21) und anderen beschrieben worden ist. 
Im Falle der Regeneration ist die Fermentlésung sogleich nach dem Er- 
hitzen vO6llig inaktiv und erlangt erst nach einigem Stehen eine gewisse 
Aktivitat des Ferments, vollstandig unabhangig von dem Zeitraum, det 
zwischen der Abkithlung der gekochten Lésung und dem Zusatz der Starke 
verfloB, gleichviel, ob die Starke sofort nach der Abkiihlung zugesetzt wird 
oder ob dies nach | bis 2 bis 3 Stunden oder mehr erfolgt., es wird stets ein 
und dieselbe Aktivitat der Amylase gefunden. Dennoch erschien es von 
Interesse, zu ermitteln, ob eine Regenerierung des in unseren Versuchen 
inaktivierten Anteiles der Amylase méglich sei? In der oben zitierten 
Arbeit von Operin und Kurssanow wurde die Méglichkeit nachgewiesen, 
die infolge von Adsorption an Eiweibniederschlagen inaktivierte Amylase 
durch Zusatz von Pepton zu regenerieren. Wir wendeten das gleiche 
Regenerationsverfahren auch im vorliegenden Falle an. Die Versuche 
der Amylaseinaktivierung in gesattigter Robrzuckerlésung wurden wie 
oben beschrieben ausgefiihrt, nach dem Abkiihlen wurden aber die Lésungen 
statt mit 20 ccm Wasser mit 20 ccm 5° ,iger Peptonlésung versetzt, dann 
hiervon L0cem genommen, die wie ublich mit 65 ccm 3 °oiger Starke versetzt 
wurden. Nach 3 Minuten langem Kochen der Fermentlésung erhielten wit 
nachstehendes Ergebnis. 


Tabelle XIII. 


EinfluB von Pepton auf die Regeneration der Amylase nach 
Inaktivierung durch 3 Minuten langes Kochen. 





Aktivitit 


Nr. mg Maltose in 0 
l Moetrows .....3s.f% 0 0) 
2 Kontrolle + Pepten . i 0 0 
3 Zucker zur Sattigung. . | 91,5 6S 
4 Zucker+ Pepton. . . . || 99,7 74,5 ° 
5 Nicht erhitzt. . 2... . 153.6 100 


Aus Tabelle XIII ersehen wir, daB der Zusatz von Pepton zur gekochten 
Kontrollfermentlésung keine Regeneration herbeizuftihren imstande ist. 
Wird aber die Inaktivierung in zuckergesattigter Losung vorgenommen, 
so ist die regenerierende Wirkung des Peptons unverkennbar. Noch deut- 
licher tritt diese Wirkung nach 6 Minuten langem Kochen der Lésung 
hervor. 


Tabelle XIV. 


Einflu8B von Pepton auf die Regeneration der Amylase nach 
Inaktivierung durch 6 Minuten langes Kochen. 





Aktivitat 


Nr. mg Maltose in J, 
1 | Kontrolle ....... 0 0 
2 “Zucker zur Sattigung. . 8,1 8.6 
3 Zucker + Pepton. . . . 13,2 14 
4 Nicht erhitzt. ..... 93,2 100 
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Zusammenfassung. 


1. Beim Erhitzen von Malzamylaselésungen im kochenden Wasserbad 
wahrend 3 und sogar 6 Minuten kann ein gewisser Anteil des Ferments 
in aktivem Zustande erhalten werden, wenn man der Lésung vor dem 
Erhitzen Rohrzucker zusetzt. 

2. Diese Schutzwirkung ist um so gréBer, je héher die Saccharose- 
konzentration und um so kleiner, je linger die Dauer des Erhitzens 

3. Durch Zusatz von Rohrzucker zu Lésungen von Diastase oder 
Extrakten aus Malz wird die Hitzekoagulation der in diesen Lésungen 
enthaltenen EiweiBstoffe in bedeutendem Mabe verzégert. Wird dabei 
die Zuckerkonzentration, die Dauer des Erhitzens oder die H’-Kon- 
zentration gedindert, so geht die Hemmung der Koagulation stets der 
Hemmung der Fermentinaktivierung parallel. Je gréBer der Prozentsatz 
des ausgefillten EiweiBes, desto gréBer ist der Anteil der beim Erhitzen 
inaktivierten Amylase und umgekehrt. Dies berechtigt zu der Annahme, 
daB zwischen den beiden Prozessen ein innerer Zusammenhang besteht. 

4. Eine ahnliche, aber bedeutend schwachere Schutzwirkung wie 
die Saccharose entfaltet das Glycerin. 

5. Durch Zusatz von Pepton liBt sich eine partielle Regeneration 
des durch Kochen in Gegenwart hoher Rohrzuckerkonzentrationen 
inaktivierten Ferments erzielen. 
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Zur Frage des Glutathiongehaltes im Blute Krebskranker. 


Von 
R. Willheim und Kurt Stern. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Mit Unterstiitzung der Osterreichischen Gesellschaft zur Erforschung und 
Bekampfung der Krebskrankheit. ) 


(Eingegangen am 17. Februar 19354.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Suche nach fermentativen Eigentiimlichkeiten der malignen 
Tumoren hat stets eine besondere Anziehung auf die Forscher ausgeiibt. 
Hoffte man doch auf diesem Wege Einblick in die Grundlagen des 
malignen die Umgebung destruierenden Wachstums zu gewinnen. 
Aber gerade das letztere Bestreben scheint trotz mancher Erfolge, die 
unter anderem mit den Namen Abderhalden, Neuberg, Blumenthal, 
Edelbacher verkniipft sind, nicht wesentlich mehr geférdert worden 
zu sein. In letzter Zeit ist es nun Waldschmidt-Leitz und seinen Mit- 
arbeitern (1) gelungen, diesem Problem eine neue Seite abzugewinnen. Er 
ermittelte nimlich die merkwiirdige Tatsache, daB HCN und H,S, also 
zuet die Oxybiose vergiftende Faktoren, gleichzeitig gewisse proteolytisch: 
Fermente in hohem Mafe férdern. Da nun andererseits wieder die Arbeiten 
Warburgs die Tatsache festgelegt hatten, daB den malignen Geweben 
ein vorwiegend anaerobiontischer Stoffwechsel eigen ist, wie er auch 
kiinstlich durch HCN erzeugt werden kann, so lieferten die Ergebnisse 
von Waldschmidt-Leitz die Perspektive, daB die obenerwaihnte Atmungs- 
anomalie und die dem wachsenden Tumor zugeschriebene erhdhte proteo- 


lytische Fahigkeit auf eine gemeinsame Ursache zuriickzufiihren seien. 
Weitere Forschungen fiihrten Waldschmidt-Leitz zu dem Resultat, dah 
der physiologische, dem H,S8 entsprechende Aktivator bestimmter proteo- 
lytischer Fermente, die sogenannte Zookinase, mit dem Glutathion iden- 
tisch ist (2); gleichzeitig wurde auch festgestellt, dal bei Rattensarkomen 
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mit Reifung der Tumoren die Zookinase, also vermutlich das Glutathion, 
zunahm (1). SchlieBlich nahm der Autor an, daB es im Tumor (infolge 
Sauerstoffmangels) zu einem Uberwiegen der reduzierten Form und dadurch 
auch zu einer Steigerung der Autolyse kommt. 


Diese Befunde finden eine Stiitze in alteren Untersuchungen von 
reduziertes Glutathion 


Bierich und Kalle (3), die den Quotienten ; - re] 
oxydiertes Glutathion 


normalem Gewebe kleiner, bei malignen Tumoren gréBer als 1 fanden. 
Uber den absoluten Gehalt der Neoplasmen an Glutathion JaBt sich aus 
der Literatur keine einheitliche Vorstellung gewinnen. Am Rattensarkom 
stellte Holmes (4) einen auBerst niedrigen Gehalt an reduziertem Glutathion 
fest. Untersuchungen von Yaot und Nakahara (5) ergaben beim Pous- 
Sarkom eine Verminderung des Glutathions, beim Rattencarcinom und 
-sarkom, sowie beim Miausecarcinom normale Werte. Nach Angaben von 
Voegtlin und Thompson (6) ist der Glutathiongehalt von Rattensarkom 
bzw. -carcinom gleich dem der Leber, dem an Glutathion reichsten Organ 
dieser Tiere; von Bedeutung erscheint ferner eine von diesen Autoren 
beobachtete, mit dem Wachstum des Tumors parallel gebende Abnahme 
des Glutathions im tibrigen Organismus. Untersuchungen tiber Glutathion 
an menschlichen Tumoren nahmen Aennaway und Hieger (7) vor, 
mit dem Ergebnis, daB der Glutathiongehalt des Tumors sich nicht 
wesentlich von dem des Mutterbodens unterscheidet; gleiches fand sich 
auch beim PRous-Sarkom, und die Autoren erklaren die oben zitierten ab- 
weichenden Angaben japanischer Autoren mit dem Vorherrschen nekroti- 
scher Partien bei alteren Tumoren. Mit dem histologischen Nachweis bzw. 
der quantitativen Schaétzung des Glutathions in Tumoren beschiftigte 
sich Jura (8) und fand in Epitheliomen eher weniger als in normalem Epithel 
und im allgemeinen keine Beziehung zwischen Glutathiongehalt und 
Malignitat. 

Wie bei allen derartigen Fragestellungen aus der chemischen 
Krebspathologie richtet sich das Interesse nicht nur auf die Verhaltnisse 
im Tumor selbst, sondern auch auf die tibrigen Organe, insonderheit 
auf das am leichtesten zugingliche Material, das Blut. Dieser Frage- 
stellung hinsichtlich des Glutathions gilt die vorliegende Arbeit. 


Sie war bereits abgeschlossen, als wir von einer Arbeit von Fornieles 
Ulibarri (9) Kenntnis erhielten, die die gleiche Fragestellung behandelt. 
Bei der Untersuchung der Blute von 54 Krebskranken fand dieser Autor 
eine deutliche Verminderung des normalerweise (in elf Fallen) mit 30. bis 
45 mg-°, ermittelten Glutathiongehaltes. Von sonstigen dem Glutathion- 
gehalt im Blute gewidmeten Arbeiten seien erwahnt: Varela, Apolo und 
Vilar (10) fanden bei Anamie, Diabetes und Ikterus meist eine Verminderung, 
bei drei epithelialen Neoplasmen normale Werte. Bei perniziéser Animie 
stellten Emerich Bach und Ernst Bach (11) ebenfalls eine Erniedrigung des 
absoluten Glutathiongehaltes des Blutes, hingegen eine Erhéhung des 
relativen Gebaltes der Blutkérperchen fest. Aing, Bawmgartner und Page (12) 
untersuchten das Blut von Geisteskranken, ohne nennenswerte Ditferenzen 
gegeniiber der Norm zu ermitteln. In neuester Zeit fanden Woodward und 
Fry (13) in einer vorwiegend methodischen Fragen gewidmeten Arbeit 
bei fiinf Carcinomfallen Werte im Bereich der unteren Grenze der Norm. 
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Wir bedienten uns der von King, Baumgartner und Page (12) 
geiibten jodometrischen Methodik unter Verwendung von Starke als 
Indikator. Wir verwendeten durch Venenpunktion gewonnenes Oxalat- 
blut, ven dem 3 cem in einem Erlenme yer-Kélbchen mit 24 cem 0,5 ° ,iger 
Trichloressigsiure hamolysiert und mit 3cem 25° iger Trichloressig- 
siure enteiweiBt wurden. Von dem klaren, farblosen Filtrat’ wurden 
10 cem (entsprechend 1,0 ccm Blut) mit 1 cem frisch bereiteter n/100 
Jodlésung versetzt und sofort nach Starkezugabe mit ebenfalls frisch 
bereiteter n/500 Thiosulfatlésung das nicht verbrauchte Jod zuriick- 
titriert. Die Differenz (5 —- verbrauchtes Thiosulfat in Kubikzenti- 
metern —-) multipliziert mit 0,614 ergibt nach den Berechnungen 
von Hopkins die Glutathionmenge in Milligramm, woraus dann der 
prozentuale Gehalt errechnet werden kann. 

Zu den Tabellen, die die Untersuchung von 29 Fillen Nicht- 
carcinomatéser und 27 Fallen Carcinomkranker betreffen, sei zunachst 
eine notwendige, die Methode betreffende Bemerkung gemacht. 

Nach Gabbe (14) ist das von uns ausgeiibte Verfahren nur einwandfrei 
in einer Modifikation von Perlzweiqg und Delure (15), deren Wesen im Zusatz 
von 25° >iger Jodkaliumlésung vor Ausfiihrung der Riicktitration besteht. 
Dieser Zusatz wird vom Autor damit begriindet, daB ein betrachtlicher 
UberschuB8 von Jodid in saurer Lésung zur Hervorbringung eines relativ 
bestandigen Jod-Starkekomplexes erforderlich ist. Nach Jodkaliumzusatz 
haben diese Autoren einen betrachtlich geringeren Jodverbrauch und damit 
auch niedrigere, mit der Nitroprussidnatriummethode besser in Uber- 
einstimmung stehende Glutathionwerte gefunden. Wir haben von diesen 
interessanten Ergebnissen allerdings keinen Gebrauch gemacht, und zwar 
deswegen, weil eine Durchsicht der Literatur und eigene Versuche uns zur 
Erkenntnis gefiihrt haben, dab die Methode der Glutathionbestimmung 
im Blute so mannigfaltigen und schwer tibersehbaren Einfliissen unterliegt, 
daB vorderhand die Resultate keiner Methode absolut richtig, hingegen die 
Ergebnisse jeder sorgfaltig gehandhabten Methode relativ richtig, d. h. mit- 
eimander vergleichbar sind. Was die einschlagigen Erfahrungen anderer 
Autoren anlangt, méchten wir hier auf die schon zitierte Arbeit von Aing, 
Baumgartner und Page hinweisen, die bei verschiedenen py der titrierten 
Lésungen sehr wesentliche Differenzen der errechneten Glutathionwerte 
fanden. Weiter gehéren hierher die Untersuchungen von Culland und 
Peters (16) und Woodward und Fry (1. ¢.), die fanden, daB bei Verwendung 
von Trichloressigsiure als Enteiwei®ungsmittel geringere Werte von 
reduziertem Glutathion resultierten als bei Verwendung von Wolframsdure ; 
nach den Ergebnissen der letztgenannten Autoren ist die EnteiweiBbung 
mit Sulfosalicylsdure am geeignetsten. Auch weisen diese Autoren auf 
die groBe Bedeutung der Art der jodometrischen Titration hin. Sie betonen 
nimlich -—— in Einklang mit Dellaville und Kowarshki (17) und Chang und 
Ling (18) -—. daB die Riicktitration von tberschiissig zugesetztem Jod 
mit Natriumthiosulfat (wie sie von vielen Autoren und auch von uns gehand- 
habt wurde) Gefahren nach der Richtung mit sich bringt, da die gefundenen 
Werte zu hoch liegen. Die Autoren schlagen daher eine direkte Titration 
mit Jod vor, wobei sie im Interesse der Genauigkeit bzw. Konstanz der 
Titerfliissigkeit mit einer gestellten Jodatlésung bei Anwesenheit von Jodid 
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und freier Saure arbeiten. Wir selbst haben uns tber diese Methode 
tahrungen verschafft und kénnen im wesentlichen bestatigen, dal} einerseits 
die Riicktitration von iiberschiissig zugesetztem Jod tatsachlich wesentlich 
hoéhere Werte liefert als die direkte Jodattitration und dai andererseits 
in Trichloressigsaurefiltraten geringere Clutathionwerte gefunden werden 
als bei Verwendung von Sulfosalicylsaure.  Doch beriihren uns diese 
Schwierigkeiten zundachst nicht, da wir in der vorliegenden Arbeit micht 
einen Beitrag zum Glutathiongehalt des Blutes zu erbringen beabsichtigten, 
sondern mégliche Abweichungen von der Norm im Blute Krebskranker 
feststellen wollten. Zum Schluf unserer methodischen Uberlegung sei 
noch darauf hingewiesen, dafi der jodometrischen Glutathionbestinunung 
die prinzipielle Fehlerméglichkeit anhaftet, dafi noch andere jodbindende 
Substanzen im Blutfiltrat vorhanden sein kénnten: eine solche ist nach 
Flatow (19) und Behre und Benedict (20) das Ergothionein. 


Tabelle {. 


Krebstfreie. 





, rvthrocyte : . 
Glutathion Erythrocyten Glutathion- 


aa sous in mg-9 9 i Millionen index 
1 Klimax. . . a ee, i : $7.2 5,0 17,4 
2 Nephrosklerose ake, aise er he 86,0 (5,0)* (17,2)* 
3 Gonitis . . . ver a ae 61,4 (5.0)* (12,3)* 
4 Uleus ventr iculi ear aoe 78.0 (5,0)* (17,6)* 
5 Appendicitis ....... 74.9 51 14,7 
6 Mypertomie ww 71,8 (5,0)* (14,4)* 
7 | The. pulmonum...... 69.4 (5,0)* (13,9)* 
8 Arteriosklerose . . . . 48.5 
9 Dermetese . i. iw we 73,7 5,0 14,7 
10 553 4.8 11.5 
11 - 49.1 4,7 10,4 
12 Polyarthritie ....... 64.5 4.0 16,1 
13 Diathesis urica . ..... 85.3 4.8 17.8 
14 eon a 92,1 4.8 19,2 
15  Hypertonie ... pre soe a 64,5 5,0 12,9 
16 Lupus erythematode aera 64.1 4.9 13.0 
17 Diabetes mellitus . . . . . 70.6 4,0 17,6 
18 Adipositas Poh a e-e e e fe 46,1 48 96 
19 Neurasthenie ....... 64,2 5.0 12.8 
20 Icterus simplex... : 71,2 4,8 14.8 
21 Orthostatische Albuminurie 64.1 4.6 13,9 
22 Alveolarpyorrhoe . . . ; 62.6 4,9 12.8 
2: eS 86,0 5.1 17,0 
me || Seypertomie 4 ws ws es 58,9 4.2 14.0 
25 ee 36.8 1.6 23,0 
26 Leukimie. . . Be obtig ache 52.2 3.6 14,5 
27 Anaemia aplastica ace ee 27.6 1,7 16,2 
28 Lymphogranuloma. . .. . 64.5 3.1 20,8 
29 Uleus ducdeni . . 2... . 54,0 35 15,5 


* Die eingeklammerten Werte bedeuten, dali hier keine Zihlung der Erythrocyten vor- 
genommen wurde, sondern der Glutathionindex auf die normale Erythrocytenzahl von 5 Mill. 
bezogen wurde, Bei einem pathologischen Blutbefund (niedrigerer Erythrocytenzahl) wirde 
der Glutathionindex noch entsprechend hoher liegen und sich dementsprechend yon den Wer- 
ten bei Carcinomkranken noch stirker unterscheiden. 








184 R. Willheim u. K. Stern: 
Tabelle I. 
Krebskranke. 
F Glutathi Erythroeyten 1 : 
Nr. Diagnose ilutathion pro emm Glutathion- 
m mE="io ip Millionen index 
1 ee 35.0 3,6 97 
2 ee 57,1 4,9 11,6 
3 | Ca. metast. hepatis . . . . . . . 52,2 3,2 16,3 
4 Ca. mammae ee ae 49,1 4.7 10,4 
5 Ca. recti (XX d. post exstirpat.) . 46,1 3,9 11,8 
6 Ca. egmaie.... 2 wt te ew 44.8 5,0 9,0 
7 Ca. vesicae felleae . . . 2... . $2.9 4,2 19,7 
8  Hypernephroma (XV d. post exst.) 56,5 4,7 12,2 
O 1 Oe wets. ws 52,2 4.6 11,3 
19 a ee a ee ee 47,3 4.0 11,8 
11 oo) 52,2 4,7 11,1 
ie | Os. prostatne ww tt 56,5 5,2 10,9 
13 Ca. coli dese. ee drag ea 39,8 3,5 11,4 
14 ee eee 25,8 2,7 9.5 
15 | Hypernephroma Se? ko eal 27,6 2,8 9.8 
16 Ca, vesicae felleae . .... 33,8 — 
17 CO. She a sk se oO we 41,8 
18 COON oe ee we 61,4 ~ 
19 | Ca. hepatis metast........ 41,8 
20 I kk te hw vd 52,2 — - 
21 a ee 53,4 
oe. | Om OOS 5 wk ee ee 38,2 
23 CE Sc gk ew ow 36,8 . 
24 Ca. vyentrioul 2. ww tt 46,1 4,0 11,5 
25 Os, ywentviewli 2 5 6 we wt 38,2 3,5 10,9 
26 CO weeINEED 604i ook ee eG 35,0 3,6 9,7 
27 a 39,9 3,5 11,4 


Wie aus den Tabellen und aus den die Ergebnisse zusammen- 
fassenden Verteilungskurven hervorgeht, haben von 24 untersuchten 
nichtkrebskranken (und nichtanimischen) Fallen 22, also die tiber- 
wiegende Anzahl, einen Glutathiongehalt, der sich bei unserer Versuchs- 
anordnung auf mehr als 55 mg-°%, beziffern wiirde. Es resultiert ein 
Durchschnittswert von 70,8 mg-°,. Bei 27 Carcinomkranken liegen 
in ungefahr zwei Drittel der Falle die Werte wesentlich niedriger, der 
Durchschnittswert betrug hier 45,8 mg-°,. 

Nun ist es ja bei einer Substanz, die sich wie das Glutathion aus- 
schlieBlich in den korpuskularen Elementen und zwar in den Erythro- 
cyten findet, iuBerst naheliegend, eine Vermiaderung mit einer Andmi 
in Zusammenhang zu bringen. ‘Tatsachlich fanden schon Bach und 
Bach (l. c.) bei Anamien verminderte absolute Werte. In Anbetracht 
dieses Umstandes haben wir uns nicht darauf beschrankt, den absoluten 
Gehalt einer bestimmten Blutmenge zu errechnen, sondern durch 
Beriicksichtigung der Zahl der Erythrocyten einen Anhaltspunkt fiir 
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Glutathiongehalt im Blute Krebskranker. Is) 


den Gehalt des einzelnen Blutkérperchens an Glutathion zu gewinnen, 
ein Vorgang, der iibrigens auch schon von Gabbe, Bach und Bach verfolgt 
wurde. Wir selbst gingen so vor, daB wir den von uns gefundenen 
Glutathionwert in Milligrammprozent durch die Zahl der Erythrocyten 
im Kubikmillimeter dividierten und diesen Wert in der Tabelle als 
_Glutathionindex”’ bezeichneten. Dieser ergibt nun weitaus charak- 
teristischere Unterschiede zwischen Carcinom- und Nichtcarcinomblut, 


Tabellel 
Nr BENWAI2LZB2907 157 72069 S¥B2 231 # 
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Tabelle I | 
Nr W671 623 2BEBAI7IE 5 HOY 3 IN2028 22 87 


Abb. 1. 








indem bei den 28 Fallen Krebsfreier mit Ausnahme von 3 der Wert 
iiber 12,0 liegt, im Durchschnitt 14,6 ist, wahrend bei den Carcinom- 
bluten von 19 Fallen 16 unter 12,0 liegen, der Durchschnitt 11,6 betragt. 
Von groBer Bedeutung erscheint es nun, daB dieses Verhalten nicht 
auf die beim Carcinom vorhandene Anamie zuriickgefiihrt werden 
kann, denn, wie schon Gabbe (21) und Bach und Bach (1. c.) gefunden 
haben, und wir in unserem Material bestitigen kénnen, ist bei den 
iibrigen Anamien (siehe Tabelle I, Nr. 25 bis 29) zwar der absolute 
Wert vermindert, der Gehalt des einzelnen Blutkérperchens jedoch 
deutlich erhdht. 

Der Ausgangspunkt unserer Untersuchungen waren Cherlegungen 
fermentchemischer Natur, denen zufolge im T'umergewebe eine Ver- 
mehrung des Glutathions zu erwarten ist, eine Annahme, die wenigstens 
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bisher durch gewebschemische Analysen nicht gesichert wurde. Ob 
die von uns festgestellte Abweichung des Glutathiongehaltes im Blute 
Carcinomkranker mit diesen Uberlegungen in irgendeinen Zusammen- 
hang gebracht werden kann, erscheint vorlaufig zweifelhaft. Doch 
kénnte immerhin daran gedacht werden, daB eine Anreicherung im 
Tumor mit einer Verringerung im Blute einhergeht. Man wird abe: 
auch bedenken miissen, daB dem Glutathion nach Gabbe (21) eine 
wesentliche Rolle im Oxydoreduktionsstoffwechsel zukommt; nach 
diesem Autor soll es etwa !/), bis 1), des gesamten Sauerstoffverbrauches 
vermitteln. Von diesem Gesichtspunkt aus betrachtet, wiirden wir in 
der Verminderung des Glutathiongehaltes des Carcinomblutes bzw. des 
Glutathionindex eine substantielle Grundlage fiir die allfdllig herabgesetzten 
oder abwegig gestalteten Oxydationsprozesse heim Carcinomtrdger ev- 
blicken kénnen. 
Zusammenfassung. 

Die Autoren haben bei 29 Carcinomfreien und 27 Carcinomkranken 
den Glutathiongehalt im Blute bestimmt und gefunden, daB dieser bei 
Krebskranken in der iiberwiegenden Anzahl der Faille unter dem des 
Durchschnitts der Nichtkrebskranken liegt. Dieser Unterschied wird 
noch deutlicher, wenn die Glutathionmenge nicht auf ein bestimmtes 
Blutvolumen bezogen wird, sondern zur Zahl der Erythroc yten in Relation 
gesetzt wird. Es wird auf die Méglichkeit von Beziehungen dieser 
Glutathionverminderung zum Oxydationsstoffwechsel hingewiesen. 
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Uber die Lichtabsorption des Kohlenoxydhimoglobins. 


Von 
Vilma Sebesta. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kgl. ung. Universitit 
Budapest.) 


(Eimgegangen am 18, Februar 1933.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Es ist seit langerer Zeit bekannt, da das Absorptionsspektrum 
des CO-Hamoglobins dem des Oxyhimoglobins auBerst ahnlich ist, 
und daf die beiden Absorptionsstreifen des CO-Hamoglobins gegen die 
des Oxyhamoglobins bloB ein wenig gegen das blaue Ende des Spektrums 
verschoben sind. Seit den Untersuchungen von Hiifner ist es auch 
bekannt, daB trotz der soeben erwahnten Ahnlichkeit der Spektren 
ein bedeutender Unterschied zwischen den beiden Hamoglobingasver- 
bindungen beziiglich der Starke ihrer Lichtabsorption an gewissen 
Spektralstellen bestehen mu, denn das Verhaltnis der Extinktions- 
koeffizienten an den beiden von Hiifner zu diesem Behufe verwendeten 
Spektralstellen betragt am Oxyhamoglobin 1,58, am CO-Hamoglobin 
aber 1.10. Aus diesen und anderen Griinden erschien es wiinschens- 
wert, die Lichtabsorption des CO-Hamoglobins lings des sichtbaren 
Spektrums zu bestimmen. Solche Bestimmungen wurden vor einigen 
Jahren von Haurowitz! veréffentlicht, und es soll weiter unten be- 
sprochen werden, inwieweit meine Befunde von den seinigen abweichen. 


Versuchsmethodik. 

GroBes Gewicht habe ich auf méglichste Reinheit der zu unter- 
suchenden Praparate gelegt. 

a) Aus Pferdeblut wurde kristallisiertes Oxyhamoglobin nach der 
Vorschrift von Willstdtter und Pollinger bereitet, der WKristallkuchen in 
37%igem Wasser gelést, und in die filtrierte Lésung reines Kohlenoxyd 
unter 6fterem Umriihren 40 Minuten hindurch eingeleitet. (Das Kohlenoxyvd 


' Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 161, 133, 1926. 
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wurde bereitet, indem ich eine 80° ,ige Lésung von Ameisensaiure in kon 
zentrierte Schwefelsiure langsam eintropfen und das entweichende Gas 
durch destilliertes Wasser und dann erst durch die Farbstofflésung perlen 
lieB.) Nun wurde die Lésung abgekiihlt und mit '/; Volumen stark ge 
kiihltem Alkohol versetzt, zur Verhinderung der Reoxydation mit einer 
Schicht Paraffinél] bedeckt und in ein Kaltegemisch eingelegt. Das nach 
24 Stunden auskristallisierte Kohlenoxydhamoglobin wurde abgenutscht, 
in 37°%lgem Wasser gelést, durch die Lésung wieder Kohlenoxyd !/4 Stunde 
lang geleitet und dieser Vorgang noch einmal wiederholt. Eine genau 
gewogene Menge des Kristallkuchens, von dem zwei bis drei Proben zur 
Bestimmung des Trockensubstanzgehaltes entnommen worden waren. 
habe ich in LOO cem Wasser gelést und diese Lésung der spektrophoto 
metrischen Bestimmung zugefiihrt, unmittelbar vorher aber noch einma! 
Kohlenoxyd durchgeleitet. 

b) Bei der Darstellung des CO-Hamoglobins aus Rinderblut mubte 
infolge seiner leichteren Léslichkeit etwas anders vorgegangen werden. 
So muBte die Lésung mit '/, Volumen Alkohol versetzt und auBerdem von 
dem wiederholten Umkristallisieren abgesehen werden. (Bemerkt sei, dal 
das Kohlenoxydhimoglobin aus Pferdeblut entschieden schwerer wasser 
loslich ist als Oxyhamoglobin, wahrend beziiglich der Praparate aus Rinder- 
blut kein solecher Unterschied besteht.) ©Dementsprechend erfolgte die 
Sattigung mit Kohlenoxyd nur zweimal, wahrend dies an den Praparaten 
aus Pferdeblut viermal der Fall war. 

Die Konzentration der der spektrophotometrischen Untersuchung 
zugefiihrten Lésung wurde auf Grund des Trockensubstanzgehaltes des 
Kristallkuchens berechnet. Zu diesem Behufe wurden die oben erwahnten 
zwei bis drei genau gewogenen Proben des gut verriihrten Kristallbreies 
bei niederer Temperatur getrocknet, hierauf lufttrocken wieder gewogen, 
fein pulverisiert und schlieBlich im Glycerintrockenschrank bei 106° bis 
zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Die spektrophotometrischen Bestimmungen wurden mittels eines nach 
Martens und Griinbaum moditizierten Kénigschen Spektrophotometers 
langs eines groBen Teiles des sichtbaren Spektrums ausgefiihrt. Als Licht- 
quelle diente eine Metallfadengliihlampe; der Objektivspalt war auf 0,L mm 
Breite eingestellt, der Okularspalt umfaBte jeweils einen Spektralbereich, 
dessen Breite im Rot etwa 15 uy, im Blau 5 wu betrug. 


Versuchsergebnisse. 

Die erhaltenen Extinktionskoeffizienten wurden auf eine 0,1 °,ige 
Lésung umgerechnet und in die Tabelle als ,,spezifische Extinktions- 
koeffizienten* eingetragen, und zwar sowohl beziiglich der Pferde-, wie 
auch der Rinderpraparate. In derselben Tabelle sind auch die Mittel- 
werte berechnet, aus deren Vergleich sich ein stellenweise nennenswerter 
Unterschied zwischen Pferde- und Rinderkohlenoxydhimoglobin 
ergibt. Da mir aus Pferdeblut doppelt soviel Praparate zur Verfiigung 
standen als aus Rinderblut und, wie erwaihnt, das Rinderkohlenoxyd- 
hamoglobin nicht umkristallisiert wurde, und die an Rinderpraparaten 
erhaltenen Werte auch untereinander weniger gut iibereinstimmten, 
kénnen die vom Pferde erhaltenen Mittelwerte als die richtigeren 
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angesehen werden. Diese Mittelwerte sind es, die ich als Ordinate: 
in ein Koordinatensystem eintrug, auf dessen Abszissenachse die Wellen 
langen verzeichnet sind (Abb. 1). Zu Vergleichszwecken habe ic! 
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Abb. 1. 


daselbst auch die von Hdri! gefundene Absorptionskurve des Oxy- 
himoglobins eingezeichnet. Aus der Betrachtung dieser graphischen 
Darstellungen der Lichtabsorptionskurven des Kohlenoxydhimoglobins 
und Oxyhamoglobins ergibt sich in Ubereinstimmung auch mit den 
bekannten spektrographischen Aufnahmen von Rost, Franz und Heise* 
eine geringe Verschiebung der beiden Absorptionsmaxima des CO- 
Haimoglobins nach Violett, wobei das rotwarts gelegene bedeutend 
stairker verschoben ist, demzufolge die beiden Maxima naher aneinande: 
zu liegen kommen als die des Oxyhimoglobins. Abweichend hiervon 
ist bei Haurowitz das erste Absorptionsmaximum des Kohlenoxyd- 
himoglobins gegeniiber dem des Oxyhémoglobins zwar ebenfalls violett- 
warts, das zweite aber rotwarts verschoben. An den Stellen diese: 
beiden Maxima ist die Lichtabsorption des CO-Hamoglobins, wie aus 
der Abbildung hervorgeht, geringer als die des Oxyhamoglobins, hin- 
gegen an der dazwischen liegenden Stelle des falschlich sogenannten 
Minimums deutlich starker. Bei Haurowitz sind umgekehrt an den 
Stellen der beiden Maxima die Extinktionskoeffizienten beim Kohlen- 
oxydhimoglobin deutlich gr6Ber als die des Oxvyhimoglobins. Beziiglich 
der beiden Maxima und des Minimums ist noch zu erwaihnen, da sie 
je eine recht flache Kuppe darstellen und es sehr schwer fallt, je einen 


1 Diese Zeitschr. 82, 244, 1917. 
2 Rost, Franz u. Heise, Arbeiten aus dem Kaiserl. Gesundheitsamt 
82, 1909. 
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Lichtabsorption des Kohlenoxydhaimoglobins. 19] 


" Punkt in der Mitte der Kuppen als den der maximalen bzw. der minimalen 
n \bsorption zu bezeichnen. Mit dieser Einschrankung fand ich dig 
‘| Maxima bei 566,0 und 537.5, das Minimum bei 551,0 uu. 


In der Literatur werden fiir die Lage der beiden Maxima folgende 
Wellenlingen angegeben: 


von Hoppe-Seyler’ . . . . . . . 572) und 536 uy 
Jdderholm* . . , - « - 569 » O34 wy 


Lewin, Miethe u. Stenger®, . 570 » 942 uy 
Hagenbach u. Strub* . . . . 567.5 .,) 588 uy 
Woven. ks te wt ON > 637,5 wy 


7 


Haurowttz® ...... . . 570,5 ,, 544 bzw. 540 up 


Aus den in der Tabelle mitgeteilten Daten lieBen sich noch folgende 
Werte berechnen: 

a) Hiifner hatte, wie bekannt, vorgeschlagen, aus den Extinktions- 
koeffizienten an den Spektralstellen 537,4 und 560,8 wu einen Quotienten 
zu berechnen, der fiir je eine Modifikation des Blutfarbstoffs charak- 
teristisch ist. Dieser Quotient hat im Falle des Kohlenoxydhimo- 
globins, aus meinen Daten berechnet, den Wert 1,10, wie auch Hiifner 
selbst gefunden hat. 

b) Berechnet man aus den an den beiden genannten Spektralstellen 


y- von mir gefundenen Extinktionskoeffizienten das sogenannte Absorp- 
tn tionsverhiltnis (Vierordt), so erhalt man fiir die Stelle 537,4 den Wert 
ns 0,00130 (nach Hiifner 0,001 26), fiir die Stelle 560.8 uu aber den Wert 
oe 000145 (nach Hiifner 0.00130). 
dy Mit Hilfe dieser beiden Zahlen liBt sich in einer Kohlenoxyd- 
» hamoglobinlédsung von unbekannter Konzentration diese auf Grund 
ud des bekannten Prinzips berechnen. 
C1 
" Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des Herrn 
= Prof. Hari ausgefiihrt. 
nt 1 F. Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 13, 496, 1889; zit. nach 
- Hoppe-Seyler-Thierfelders Handb. d. physiol. u. pathol.-chem. Analyse, 
N- 12. Auf]., 1924, S. 527. 
on 2 A. Jdderholm, Nordisk. medizinsk Archiv 6, Nr. 11 ou. 21: zit. nach 
on Jahresber. f. Tierchem. 4, 102, 1874. 

3 LL. Lewin, A. Miethe u. E. Stenger, Piliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 
- 118, 80, 1907. . 
ch 4 4. Hagenbach u. J. Strub, Arch. de la soc, phys. et nat. 7, 222, 1925; 
sie zit. nach Ber. ii. d. ges. Phys. u. exper. Pharm. 37, 133, 1926. 
an 5 J. Formanek, Zeitschr. f. anal. Chem. 40, 501, L901; zit. nach Handb. 


d. norm. u. pathol. Physiol. 6, 118, 1928. 
6 F. Haurowitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 161, 133, 1926. 
nt 7 Versuche mit reinem CO bzw. mit gereinigtem Leuchtgas. 
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Beitrige zur Physiologie iiberlebender Siugetierherzen. 


VII. Mitteilung: 
(ber den Verbrauch der Katzenherzen an verschiedenen Zuckerarten. 


Von 
Rudolf von Pométhy. 


(Aus dem = physiologisch-chemischen Institut der kgl. ung. Universitit 
Budapest.) 


(Eingegangen am 18. Februar 1933.) 


Das iiberlebende, von einer zuckerhaltigen Loésung durchstrémte 
Herz ist besonders geeignet zum Studium solcher Probleme, die den 
Verbrauch von Zucker durch kontraktile Elemente zum Gegenstand 
haben; allerdings mit der Einschrinkung, daB die Abnahme der Zucker- 
konzentration in der Durchstrémungsfliissigkeit als Zuckerverbrauch 
aufgefaBt wird, obzwar ohne hierauf gerichtete Untersuchungen nicht 
gesagt werden kann, welcher Anteil des verschwundenen Zuckers von 
den Herzmuskelfasern wirklich verbraucht und welcher als Glykogen 
eingelagert wurde. Besonderes Interesse kommt dieser Frage zu, wenn 
die Versuche nicht mit Glucose — der adaiquaten Nahrung der Muskel- 
zellen —, sondern mit anderen Zuckerarten ausgefiihrt werden. Wenn 
man von Angaben iiber die Beeinflussung der mechanischen Tatigkeit 
des iiberlebenden Herzens durch verschiedene Zuckerarten absieht, so 
kommt fiir die obschwebende Frage nur eine recht geringe Anzahl 
von Mitteilungen in Betracht; ihre Ergebnisse sollen im Anschlufi an 
die Besprechung der meinigen gewiirdigt werden. 


A. Methodik der Versuche. 

Meine Versuche wurden an Katzenherzen und, abgesehen von 
geringen Abweichungen, so ausgefiihrt, wie dies bei Ambrus und Aszdd:' 
beschrieben ist, daher hier nur die wichtigsten Momente in aller Kiirze 
angefiihrt seien. 

Die mit Ather narkotisierte Katze wurde durch die Carotis entblutet 
und durch Einlaufenlassen einer Tyrodel6sung bei der Jugularis blutfre 
gewaschen (in spateren Versuchen wurde hierzu eine zuckerhaltige Tyrode 


1 Diese Zeitsehr. 183, 408, 1927. 
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josung verwendet; hiertiber siehe weiter unten). Nun wurde das frei prii- 
parierte und aus dem Brustkorb entfernte Herz mit dem Kreislaufapparat 
verbunden, der bis zum oberen Rande der Glocke, die das Herz enthlt, 
in ein Wasserbad von 40°C taucht. Der Apparat wurde schon vorher mit 
150 cem der 0,2° des Zuckers enthaltenden Tyrodelésung beschickt, die 
nun durch ein Pumpwerk unter einem 90mm Hg betragenden Drucke 
‘aus einer Sauerstoffdrucktflasche) durch das Herz getrieben wurde. Die 
Durchstr6mung erfolgte stets in drei je | Stunde lang wahrenden Perioden. 
Zwischen der ersten und zweiten. sowie zwischen dieser und der dritten 
Periode wurde das Herz, wie zu aller Anfang, ausgewaschen und wieder 
in den Apparat eingesetzt, in dem die Durchstrémungstliissigkeit inzwischen 
durch frische 150 ccm ersetzt ward. Am Ende der dritten Periode wurde 
das Herz aus den Apparat genommen, von der Aortenkantile abgeschnitten, 
nach der Vorsehrift von Aszéd7! das feuchte Herzgewicht und die Trocken- 
substanz des Herzens bestimmt, und der in den drei Perioden bestimmte 
Zuckerverbrauch auf 1 g des feuchten und 1 g¢ des trockenen Herzgewichtes 
bezogen. Zur Ermittelung des Zuckerverbrauches wurde in der jeweils 
am Ende einer Periode dem Apparat entnommenen Lésung (nach Ent- 
eiweibung durch Zusatz von gleichen Teilen der Bangschen Fliissigkeit, 
Stehenlassen durch '/, Stunde und Filtrieren) der Zuckergehalt nach 
Bertrand bestimmt und mit dem vorangehend ebentalls nach Pertrand 
hestimmten, urspriinglichen Zuckergehalt der Lésung verglichen. 

EKinige Schwierigkeiten ergaben sich bei den Versuchen mit Lactose. 
noch mehr mit Maltose, daraus, dab die Zuckerkonzentration der ver- 
wendeten Tyrodelésung, einerseits aus der genau abgewogenen Zuckermenge 
berechnet, andererseits nach Bertrand bestimmt, nicht gut iibereinstimmte. 
Ich glaube die Folgen dieser Unstimmigkeit dadurch zum gréten Teile 
ausgemerzt zu haben, dai ich die Zuckerkonzentration am Ende der Periode 
wohl aus der Menge des Reduktionsproduktes berechnet habe, jedoch dieser 
Berechnung nicht die ertrandschen Tabelilen, sondern das Verhiiltnis 
zugrunde legte, das an der frischen, unbenutzten Losung zwischen Menge 
des Reduktionsproduktes und der durch Abwigen ermittelten Zucker- 
konzentration zu berechnen war. 

Die Berechnung des Zuckerverbrauches, so wie dies von den genannten 
Autoren beschrieben wurde, ist an sich recht einfach; doch mu ich auf 
eine Fehlerquelle dieser Berechnung hinweisen, die in einer ersten Reihe 
von Versuchen auch von mir dadurch begangen wurde. dai beim Aus- 
waschen des Herzens, um es blutfrei zu bekommen, zucker/reve Tyrode- 
losung zur Verwendung kam. Dabei wurde aber tibersehen, dali das Volumen 
der zuckerhaltigen Durchspitlungstliissigkeit durch ein nicht bestimmbares 
Volumen der zuckerfreven Lésung vergréBert ward, das eben im Herzen 
zuriickgeblieben war, namentlich aber in der Aortenkaniile eingefillt werden 
muBte, um diese luftblasenfrei in den Kreislaufapparat einfiigen zu kénnen. 
Hierdurch wurde aber eine entsprechende Verringerung der Zuckerkonzen- 
tration bewirkt. die den Zuckerverbrauch am Ende der Periode gréfer 
erscheinen lieB als er es in Wirklichkeit gewesen ist. Der Fehler lieB sich 
in spateren Versuchen dadureh verringern, daB ich das Herz mit derselben 
zuckerhaltigen Tyrodelésung auswusch, und dieselbe Losung auch in die 
Aortenkaniile einfiillte. die im eigentlichen Versuch verwendet wurde. 
Auf diese Weise erscheint zwar der Zuckerverbrauch kleiner, als er es in 
Wirklichkeit war, doch ist der Fehler geringer, weil ja hier nur das Volumen 


' Diese Zeitschr. 185, 450, 1927. 
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der Durchstr6mungstlissigkeit nicht ganz genau bekannt ist. wahrend bei: 
Durchwaschen mit der zuckerfreien Lésung dies auch betreffs der anfang 
lichen Zuckerkonzentration in der Durchstrémungsfliissigkeit der Fall is: 
Dies lat sich an der Hand des nachfolgenden Beispieles leicht zeigen 
Es sollen, wie in allen Versuchen, 150 cem der 0,2 ° igen Zuckerlésung i: 
den Apparat eingefiillt worden sein, und es soll angenommen werden, da! 
die Zuckerkonzentration am Ende der Periode 0,15°, betragen hat. 

a) Ist die Waschfliissigkeit zuckerfrei, so ergibt sich bei unserer }y 
rechnungsart, da der Volumenzuwachs nicht bekannt ist. ein Zuckei 
verbrauch von 0,075 g, da anfangs enthalten waren in 150 cem 0,2 ©,ige: 
Lésung 0.300 g, am Ende enthalten waren in 150 cem 0,15 °,iger Losuns 
0,225 g; Unterschied 0,075 g; wahrend in Wirklichkeit, wenn man beispiel- 
weise annimmt, daB 10 ccm zuckertreie Lésung hinzugekommen sind, de: 
Zuckerverbrauch nur 0,060 g betragen hat, da antangs vorhanden waren | 
150 cem 0,2 °oiger Zuckerlésung plus 10 cem zuckerfreier Lésung 0,300 g, a 
Ende der Periode in 160 cem 0,15 ©,iger Lésung 0,240 ¢; Unterschied 0,060 g 

b) Enthalt hingegen die zum Auswaschen usw. verwendete Fliissigke 
genau so wie die Durchstr6émungsfliissigkeit 0,2°, Zucker, so ergibt sic! 
bei unserer Berechnungsart, da der Volumenzuwachs nicht bekannt is:. 
wie oben ein Zuckerverbrauch von 0,075 g, wahrend in Wirklichkeit, wer 
man wieder einen Volumenzuwachs von 10 cem annimmt. der Zucke: 
verbrauch 0,080 g betragt, da anfangs vorhanden waren in 160 cem 0,2 ©, ige: 
Zuckerlésung 0,320 g, am Ende vorhanden waren in 160 cem 0,15 °,ige) 
Zuckerlésung 0,240 g; Unterschied 0,080 g. 

Man sieht, da®B der Fehler bei Verwendung der zuckerfreien Wasch 
fliissigkeit weit gr6Ber ist; doch laBt er sich in Versuchen mit einem einiger- 
maBen gréBeren Zuckerverbrauch (z. B. Glucose), weit besser ertragen. 
als wenn es sich um eine Zuckerart handelt, die vom Herzen kaum oder ga! 
nicht verbraucht wird (z. B. Maltose). 

Wie bei allen ahnlichen bei Koérpertemperatur ausgefiihrten und 
stundenlang wahrenden Versuchen an iiberlebenden Organen, mubte 
auch hier daran gedacht werden, ob nicht etwa Bakterien am Ver- 
schwinden des Zuckers beteiligt sind. Um diesem etwaigen Einwand 
zu begegnen, habe ich die Versuche 155, 156 und 157 unter mdglichst 
sterilen Bedingungen ausgefiihrt, namentlich die Glasteile des Apparates 
langere Zeit im Thermostaten bei 140° C belassen; der Zuckerverbrauch 
gestaltete sich im groBen und ganzen nicht anders als in den iibrigen 
Versuchen. 

B. Ergebnisse meiner Versuche. 
1. Versuche mit Glucose. 

Bei dem Umstande, da8 sich im Durchstrémungsapparat die 
iiberlebenden Herzen weit entfernt von ideal physiologischen Ver- 
haltnissen befinden, ferner bei den prekaéren Einzelheiten in der Hand- 
habung der Apparatur, endlich infolge des individuellen Unterschiedes 
der Herzen, war ich mir dessen wohl bewuBt, daB aus den erhaltenen 
Werten die Ergebnisse nicht so ohne weiteres abzulesen sein werden. 
Namentlich konnten die an anderen Zuckerarten erhaltenen Werte 
nur in dem Falle der Kritik standhalten, wenn ich in dem auch von 
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Ambrus und Aszédi benutzten Apparat fiir Glucose annahernd dieselly 
Werte erhielt, wie diese beiden Autoren. Aus diesem Grunde habe ix 
zuerst Versuche mit Glucose ausgefiihrt, und es seien zunachst dies 
in Tabelle I zusammengestellten Ergebnisse besprochen. Wie zu « 
sehen, war der Zuckerverbrauch in den einander folgenden drei Period: 
meistens kein gleicher, und zwar in der zweiten in der Regel gréBer a 
in der ersten, wie sehr oft auch in den spateren Versuchen von Ambrus 
waihrend in seinen friiheren Versuchen umgekehrt die erste Periode d 
groBeren Werte aufwies. Um ihre teilweise recht divergierenden Daten |» 
werten zu kénnen, haben die genannten Autoren einen Mittelwert au 
den drei Perioden berechnet, und wohl oder iibel mute ich dasselbe tu) 
Da ferner im Laufe der Durchstr6mung eine sehr betrachtlicl 


6dematése Schwellung. daher auch Gewichtszunahme des Herze:- 


stattfindet, entsprechen, wie bei Aszédi ausgefiihrt, die auf 1g Hery 
trockensubstanz bezogenen Werte der Wirklichkeit besser als di: 


jenigen, die auf 1g des feucht gewogenen Herzens bezogen sind. Zu 


bemerken ist auch, daB die Trockensubstanz nicht in allen 14 Glucos: 
versuchen auf dieselbe Weise bestimmt wurde. So wurde in Versuche: 
154 bis 159 das Herz zwar klein geschnitten, doch diese Masse in ¢7n¥ 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. wahrend in allen nachfolgende: 
Versuchen dem lufttrocken gewogenen Pulver zwei Proben entnomme: 
und diese bis zur Gewichtskonstanz getrocknet wurden. Auch unte: 
schieden sich Versuch 165 bis 167 von den vorangehenden dadurc! 
daB das Herz mit zuckerhaltiger Tyrodelésung gewaschen wurd: 
wahrend in den vorangehenden zucker/reze Losung zur Verwendung kan 

Auf diese Weise mubten die Ergebnisse der Versuche auf drei Gruppe! 
verteilt berechnet werden, und es geht aus ihnen hervor, da} der Zucke: 


verbrauch ganz ahnlich war, wie bei Ambrus, bei Aszédi und bei Ambru-: 





Zuckerverbrauch pro Std. und pro g 


feuchtes 


Herzgewicht Trockensubstat 


mg mg 

In meinen Versuchen 154 bis 159. 7.6 63,5 
. " n 160 . 164. 7.6 63.3 
n 4 - ig6 . 167. 6, 56.3 
Ambrus’ friheren Versuchen 6.6 56.5 

. Aszodis Versuchen. . a 63 58.6 
» Ambrus’ spiiteren Versuchen . 75 62,8 


Aus den weiter oben dargetanen Griinden kénnen wir die auf di 
Herztrockensubstanz bezogenen Werte als die richtigeren anseher 


Die von mir errechnete Trockensubstanz betrug wie bei Ambru> 


und hei Aszédi nicht mehr als etwa 10 bis 14°, des feuchte: 


! Diese Zeitschr. 204, 467, 1929. 








such 
mul 
eine 
der 

hab 
die 

eing 
kon: 
auch 
Ihre 


als | 


wel 














Physiologie tiberlebender Saugetierherzen. VII 197 


Herzgewichtes, und zwar grébtenteils infolge der 6dematésen An- 
-chwellung, teils aber, weil das Fetc durch Auskochen, die letzten Reste 
ler groBen GefaBe aber mit der Pinzette entfernt wurden. Auch darin 
stimmen meine Versuche mit denen von Ambrus und Aszédi iiberein, 
laB die Herzen im groBen und ganzen verhaltnismabig um so weniger 
Zucker verbrauchten, je gréBer sie waren, und umgekehrt, wie dies aus 
fabelle I] hervorgeht. Jn der Tabelle IT habe ich die Versuche 154 
bis 159 und 160 bis 164 in eine Gruppe eingeteilt, da. wie aus Tabelle I 
ersichtlich, die beiden Gruppen gleich groBe Mittelwerte  lieferten. 
Kine fehlerfreie Reihenfolge der Zahlenwerte konnte natiirlich nicht 
erwartet werden, doch ist klar zu ersehen. daB Zahlen wie 71. 72 und 89 
ur in den Versuchen mit den kleinen Herztrockengewichten von 1.53 
his 1.72 g vorkommen, und umgekehrt Zahlen wie 48, 51, 52 nur in 
den Versuchen mit den gréBeren Herztrockengewichten von 1,76 
bis 2,52 g. 


Ta helle Il. 





Zuckerverbrauch Zuckerverbrauch 
pro Std. und pro Std. und 


Versuch Herztrocken- pro g Herz- Versuch Herztrocken- pro g Herz- 
gewieht trockengewieht gewicht trockengewicht 
Nr. g mg Nr. g mg 
156 1,53 S9 167 1,52 66 
160 1,57 71 165 1,79 59 
158 1.65 56 166 2.03 44 
162 1,67 71 
154 1,72 72 
159 1.76 52 
164 1.56 64 
155 2.02 4s 
163 2.24 62 
157 2.37 64 
161 2.52 D1 


2. Versuche mit anderen Zuckerarten. 

Als es sich bereits in den ersten mit Fructose ausgefiihrten Ver- 
suchen herausstellte, daB hier wesentlich weniger verbraucht wird, 
muBte der Verdacht aufkommen, daB dieser Unterschied durch irgend- 
eine nicht beachtete Anderung im Zustande oder in der Handhabung 
der Apparatur verursacht wird. Um diesen Einwand zu entkraften, 
habe ich weiterhin, wie aus Tabelle III ersichtlich, mehrmals zwischen 
die Versuche mit anderen Zuckerarten je einen Versuch mit Glucose 
eingeschaltet. Da ich hierbei mit Glucose stets die gréBeren, auch frither 
konstatierten Werte erhielt, konnte kein Zweifel dariiber bestehen, daB 
auch die Versuche mit anderen Zuckern richtig ausgefiihrt wurden. 
Ihre Ergebnisse sind in Tabelle IV zusammengestellt, doch nur so weit, 
als zum Auswaschen des Herzens usw. eine zuckerhaltige Losung ver- 


wendet wurde. Denn, wie schon erwaihnt. kommt der durch die Ver- 


198 R. von Pométhy: 


Tabelle III. 





Datum des Versuch Datum des Versuch 


Versuchs Nr. Zuckerart Saewadie oa Zuckerart 

7. IX. 177 Maltose 29. X. 165 Glucose 
PO. ax. 178 Maltose ot. 3. 170 Mannose 
oO: TX. 180 Lactose 2S Mi. 175 Galaktose 
29. IX. 165 Glucose a: XA. 172 Fructose 
a * 171 Fructose 5. Xi. 166 Glucose 
S: isl Lactose ZL 176 Galaktose 
5. &. 174 Galaktose 19. XI. 173 Fructose 
1 &. 168 Mannose 24. XI. 182 Lactose 
2. i. 169 Mannose 


wendung zuckerfreier Waschfliissigkeit begangene Fehler nicht allzusely: 
in Betracht, wenn es sich um Versuche mit einem einigermaBen ¢) 
heblichen Zuckerverbrauch handelt: wohl aber kann dieser Fehle: 
einen geringen Verbrauch stark vergréBert erscheinen lassen, ja soga: 
einen Verbrauch in Versuchen vortéuschen, in denen tiberhaupt keine: 
stattgefunden hat. 

Versuche mit Mannose. Es kam Mannose ,,Kahlbaum* zur Ver- 
wendung. Wie der Tabelle zu entnehmen ist, betrug der Zucker- 
verbrauch nur etwa zwei Drittel des Glucoseverbrauches; in allen drei 
Versuchen wurde, wie bei der Glucose, in der zweiten Periode melt 
verbraucht als in der ersten Periode. 

Versuche mit Fructose. Das Praparat hatte die Bezeichnung Lavulose 
reinst, kristallin. pulver. Kahlbaum. Der Zuckerverbrauch betrug im 
Mittelwert der drei Versuche bloB ein Fiinftel des Glucoseverbrauches. 
und zwar nahm er im Gegensatz zu den Glucose- und Mannoseversuche 
bis zum Ende des Versuchs mehr oder minder stark ab. 

Versuche mit Galaktose. Das Praparat war Galaktose .,Kahlbaum” 
Der Verbrauch war noch geringer als bei der Fructose; er betrug nu 
mehr etwa den sechsten Teil des bei Glucose erhaltenen Wertes, und 
die Abnahme des Verbrauches war bis an das Ende des jeweiligen 
Versuchs noch starker als bei der Fructose. 

Versuche mit Maltose und Lactose. Zur Verwendung kamen Maltose 
,Kahlbaum* und Lactose (ohne andere Bezeichnung). Die Ausschlige, 
die ich erhielt, waren so minimal, daB sie die unvermeidlichen Fehler. 
begangen beim Abmessen des Volumens der Durchstr6mungsfliissigkeit 
sowie bei der Zuckerbestimmung, nicht iiberschritten, daher last 
sich sagen, daB die Herzen weder Maltose, noch aber Lactose ver- 


rauchen. 

Will man die von friiheren Autoren erhaltenen Werte mit den 
von mir (bzw. auch von Ambrus und Aszédi) gefundenen vergleichen, 
so kénnen, da jene sich stets auf das feucht gewogene Herz beziehen. 
zu diesem Vergleich meine richtigeren auf die Herztrockensubstanz 








Tabelle IV. 
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bezogenen Werte nicht herangezogen werden. Aus der Tabelle V_ ist 
ersichtlich, da ich stets weit gréBere Werte erhielt als die friithere: 
Autoren. In den von Camis an Katzen- und Kaninchenherzen, sowir 
von Maclean und Smidley an Kaninchenherzen ausgefiihrten Versucher 
fehlen die Angaben itiber das Herzgewicht, weshalb in der Tabelle \ 
diese Befunde nur als positiv oder negativ eingetragen werden konnten, 
In einem mit Lactose ausgefiihrten Kaninchenversuch wird zwar vor 
Camis das Herzgewicht mitgeteilt, doch auch angegeben, dab di: 
Lactose teilweise verbraucht, teilweise aber nur gespalten wurde. 


Tabelle V. 
Zuckerverbrauch pro | Stunde und lg feuchtes Herzgewicht; 
in Milligramm. 





Autor Tierart Mannose Fructose Galaktose Lactose  Maltose 
Camis * Katze - - 
Kaninchen oo — + 
Rona u. Neukirch** | Kaninchen 0,8 _ 0,6 _ 
Maclean-Smidley *** | Kaninchen oa -- 
Hund 0,7 0,3 0,.3—0,4 
Kigene Versuche Katze 4,1 1,3 1,0 0) 0 


* Archiv di Farmacol. 15, 481, 1913. 
** Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 148, 285, 1912. 
*** J. of Physiol. 45, 462, 1912. 

Was endlich die GréBe des Zuckerverbrauches im Verhaltnis zur 
sichtbaren Starke der Herzaktion (Frequenz, Art der Kontraktion) 
anbelangt, fand ich in Ubereinstimmung mit Aszdédi, daB ein solches 
Verhaltnis innerhalb der mit einer Zuckerart ausgefiihrten’ Versuche 
nicht nachzuweisen ist. Wohl unterschieden sich aber die mit ver- 
schiedenen Zuckerarten ausgefiihrten Versuchsgruppen darin, dab 
in Glucoseversuchen eine grob sichtbare Schwichung der Herzaktion 
bloB in der dritten, bei der Mannose bereits in der zweiten, Periode, 
bei den anderen Zuckerarten oft schon gegen Ende der ersten Periode 
zu beobachten war. 


Durch obige auf Anregung und unter Leitung des Herrn Prot. Hari 
ausgefiihrten Versuche werden die friiheren auf den Glucoseverbrauch 
tiberlebender Herzen beziiglichen Befunde von Ambrus und von Aszddi 
bestitigt. Weiterhin wird gezeigt, daB von den anderen Zuckerarten weniger 
verbraucht wird; dem Verbrauch an Glucose kommt noch am nédchsten der 


Verbrauch an Mannose, der der Glucose stereochemisch am ndichsten 
stehenden Aldohexose. Von der der Glucose chenfalls nahestehenden Keto- 
hexose, der Fructose, wird weit weniger verbraucht. 
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Untersuchungen an elektrolytfreien Proteinen. 


XI. Mitteilung: 


Elektrochemische Zusammensetzung hochgereinigter EKiweiblésungen. 
Von 
Dionys v. Klobusitzky und Wolfgang Pauli. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Kolloidchemie der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 19. Februar 1935.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Vor einiger Zeit! war bereits auf den folgenden Umstand hingewiesen 
worden. Bestimmt man in hochgereinigten EiweiBlésungen die H*- 
Aktivitit sowie die Leitfahigkeit und ordnet man den leitenden Eiweib- 
teilchen plausible Beweglichkeiten zu, so ergibt sich bei entsprechender 
Wasserkorrektur der Solleitfaihigkeit x nach Abzug der auf H* und 
die zugehorigen negativen EiweiBionen A~ entfallenden Leitfahigkeit 7’ 
ein Leitfihigkeitsrest x’. Es bestehen manche Griinde dafiir, dais eine 
Verteilung der Ladungen auf die EiweiBteilchen so erfolgt, da neben 
neutralen ~A~ auch solche einerseits mit negativer, andererseits mit 
positiver CherschuBladung (A~ und A*) gebildet werden. Dieses Eiweil- 
ionenpaar kénnte den Trager der Leitfahigkeit ~’’ darstellen. Im 
folgenden soll zunachst iiber ein hierhergehériges, bereits vor mehr als 
2 Jahren gewonnenes Versuchsmaterial berichtet und anschlieBend 


dessen Deutung erértert werden. 


Reiniqgung der Eiweifkérper. Das Ovalbumin wurde aus frischen Kiern 
in der wiederholt beschriebenen Weise durch vorsichtige Elektrodialyse (2 D.) 
mit und ohne Vordialyse von Globulin- und Farbstoffen befreit und als 
vollig wasserklare und farblose Lésung gewonnen. Zum SchluB wurde mit 
220 Volt, dann bei 440 Volt in reinster N,-Atmosphire? bis zur Leitfahigkeits- 
konstanz elektrodialysiert. Sowohl Pergamentpapier- als auch Seiden- 


' Pauli, Kolloidzeitschr. 40, 185, 1926; 53, 51, 1930. 
2 Apparatur siehe Pauli u. E. Weiss, diese Zeitschr. 208, 103. 1928. 
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bezogenen Werte nicht herangezogen werden. Aus der Tabelle Vist 
ersichtlich, daB ich stets weit gréBere Werte erhielt als die friihere: 
Autoren. In den von Camis an Katzen- und Kaninchenherzen, sowir 
von Maclean und Smidley an Kaninchenherzen ausgefiihrten Versuche), 
fehlen die Angaben iiber das Herzgewicht, weshalb in der Tabelle \ 
diese Befunde nur als positiv oder negativ eingetragen werden konnten. 
In einem mit Lactose ausgefiihrten Kaninchenversuch wird zwar von 
Camis das Herzgewicht mitgeteilt, doch auch angegeben, daB div 
Lactose teilweise verbraucht, teilweise aber nur gespalten wurde. 


Tabelle V. 
Zuckerverbrauch pro | Stunde und ly feuchtes Herzgewicht: 
in Milligramm. 





Autor Tierart Mannose Fructose’ Galaktose Lactose Maltose 
Camis * Katze 
Kaninchen }. ~_ . 
Rona u. Neukirch **  Kaninchen 0,8 - 0.6 — 
Maclean-Smidley ***  Kaninchen + — + 
Hund 0,7 0, 0.3—0.4 
Kigene Versuche Katze 4,1 1,3 1,0 0 0 


* Archiv di Farmacol. 15, 481, 1913. 
** Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 148, 285, 1912. 
*** J. of Physiol. 45, 462, 1912. 

Was endlich die GréBe des Zuckerverbrauches im Verhaltnis zur 
sichtbaren Starke der Herzaktion (Frequenz, Art der Kontraktion) 
anbelangt, fand ich in Ubereinstimmung mit Aszédi, daB ein solches 
Verhaltnis innerhalb der mit einer Zuckerart ausgefiihrten Versuche 
nicht nachzuweisen ist. Wohl unterschieden sich aber die mit ver- 
schiedenen Zuckerarten ausgefiihrten Versuchsgruppen darin, dai 
in Glucoseversuchen eine grob sichtbare Schwichung der Herzaktion 
bloB in der dritten, bei der Mannose bereits in der zweiten, Periode, 
bei den anderen Zuckerarten oft schon gegen Ende der ersten Periode 
zu beobachten war. 


Durch obige auf Anregung und unter Leitung des Herrn Prof. Hari 
ausgefiihrten Versuche werden die friiheren auf den Glucoseverbrauch 
tiberlebender Herzen beziiglichen Befunde von Ambrus und von Asz6di 
bestatigt. Weiterhin wird gezeigt, daB von den anderen Zuckerarten weniger 
verbraucht wird; dem Verbrauch an Glucose kommt noch am néachsten der 


Verbrauch an Mannose, der der Glucose stereochemisch am = néichsten 
stehenden Aldohexose. Von der der Glucose chenfalls nahestehenden Keto- 
hexose, der Fructose, wird weit weniger verbraucht. 
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Untersuchungen an elektrolytfreien Proteinen. 


XI. Mitteilung: 


Elektrochemische Zusammensetzung hochgereinigter Eiweiblésungen. 
Von 
Dionys v. Klobusitzky und Wolfgang Pauli. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Kolloidchemie der Universitat Wien.) 
(Eimgegangen am 19. Februar 1935.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Vor ciniger Zeit! war bereits auf den folgenden Umstand hingewiesen 
worden. Bestimmt man in hochgereinigten Eiweiblésungen die H*- 
Aktivitat sowie die Leitfahigkeit und ordnet man den leitenden Eiweib- 
teilchen plausible Beweglichkeiten zu, so ergibt sich bei entsprechender 
Wasserkorrektur der Solleitfahigkeit ~ nach Abzug der auf H* und 
die zugehorigen negativen Eiweibionen A” entfallenden Leitfahigkeit ~’ 
ein Leitfihigkeitsrest x’. Es bestehen manche Griinde dafiir, dab eine 
Verteilung der Ladungen auf die Eiweibteilchen so erfolgt, daB neben 
neutralen ~A~ auch solche einerseits mit negativer, andererseits mit 
positiver CherschuBladung (A~ und A+) gebildet werden, Dieses Kiweif- 
ionenpaar kénnte den Trager der Leitfaihigkeit ~” darstellen. Im 
folgenden soll zunachst iiber ein hierhergehériges, bereits vor mehr als 
2 Jahren gewonnenes Versuchsmaterial berichtet und anschlieBend 


dessen Deutung erértert werden. 


Reiniqung der Eiweibkérper. Das Ovalbumin wurde aus trischen Kiern 
in der wiederholt beschriebenen Weise durch vorsichtige Elektrodialyse (ED.) 
mit und ohne Vordialyse von Globulin- und Farbstoffen befreit und als 
vollig wasserklare und farblose Lésung gewonnen. Zum Schluls wurde mit 
220 Volt, dann bei 440 Volt in reinster N,-Atmosphiare? bis zur Leitfahigkeits- 
konstanz elektrodialysiert. Sowohl Pergamentpapier- als auch Seiden- 


' Pauli, Kolloidzeitschr. 40, 185, 1926; 58. 51. 1930. 
* Apparatur siehe Pauli u. E. Weiss, diese Zeitschr. 208, 108, 1928. 
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kollodiummembranen (letzteres sowohl in Eisessig als auch atherisch gelost 
wurden verwendet. Die Ergebnisse blieben die gleichen, ebenso bei Zusatz 
von Ovalbumin- oder Globulinpulver, nach Eétisch, zum Kollodium. Vor 
dem Gebrauch wurden die Membranen durch lange Elektrodialyse bei 
440 Volt unter fleiBigern Wasserwechsel gereinigt. Als Wasser wurde Leit - 
fahigkeitswasser von genau bestimmtem * verwendet. das zur Korrektur 
der Solwerte diente. Samtliche Leitfahigkeiten wurden unmittelbar nach 
Entnahme des Albumins aus dem ED.-Apparat bei 25 = 0,01°C bestimmt. 
Die H’-Aktivitaéten wurden mit Paulis rotierbarer H,-Elektrode bei 20° ( 
gemessen. 

Das Seralbumin wurde, nach Fallung der Globulinfraktionen mit 
Ammonsulfat und Vordialyse bis zur GréBenordnung von % ~ 10-°r. O., 
in derselben Art wie das Ovalbumin weiter durch ED. gereinigt. ebenso 
wurde die Pseudoglobulintraktion behandelt. 

Die untersuchten EiweiBkonzentrationen (s. die Tabellen) wurden 
meist jede fiir sich aus dem Eiklar oder Pferdeserum gewonnen, und dic 
Herstellung der Proben in verschiedener Weise variiert., um die so bedingte 
Schwankungsbreite der Werte kennenzulernen. 
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Die Berechnung der Daten erfolgte, indem dem Eiweibion auf Grund 
der Erfahrungen von Pauli und P. Kénig' eine Beweglichkeit von 10 r. O. 
zugewiesen wurde. Ordnet man den ermittelten H+-lonen negative Eiweilb- 
ionen A- zu, so kann man die Leitfahigkeit ~’ des Ionenpaares A-. H+ 
aus der gemessenen @q rechnen unter der Annahme, dab fq fu I ist. 
Diese Voraussetzung diirfte bei der GréBenordnung von héchstens 10-° n 
des a@y und den untersuchten Konzentrationen der Proteine von 10-! mol. 
wohl in geniigender Annaherung zutreffen. Der verbleibende Leitfahigkeits- 
rest x” — x-—-x’ kann nun probeweise fiir utA = vA = 1l0r. O. einem 
lonenpaar A+, A- zugeschrieben werden. Bei bekanntem Molekulargewicht 
der Proteine kann man ihre molekulare Konzentration angeben, aus welcher 
sich bei Beriicksichtigung von [A+] und [A-] Anhaltspunkte fiir die relative 
Konzentration der nichtleitenden Proteinmolekiile A, ergeben wiirden. 


1 Diese Zeitschr. 267, 325. 1932. 
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Tabelle T. 
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Tabelle I I. 
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Bei der Betrachtung der Versuchsergebnisse wollen wir in erster 
Linie das Ovalbumin heranziehen, weil hier bei einer hGheren molekularen 
Konzentration die Werte der Leitfahigkeiten und H*-Aktivitaten 
liber die hier mégliche Fehlerbreite noch mehr hinausragen als beim 
Seralbumin und der wasserléslichen Globulinfraktion. Als bemerkens- 
wertes Ergebnis liBt sich zunachst feststellen, daB unabhangig von 
der Darstellungsart in jeder Probe, falls dieselbe nur mit schonend 
fortschreitender ED. erfolgt, schlieBlich cine gut definierte Leitfahigkeit 
erreicht wird. Diese Leitfahigkeit steigt im untersuchten Bereich linear 
mit der Proteinkonzentration an und andert sich bei weiterer Fort- 
setzung der ED. nicht mehr (Abb. 1). Dasselbe gilt fiir die H*-Aktivitat. 
In die betreffenden ~- und ay-Kurven sind auch nicht in der Tabelle 
angefihrte Werte von anderen Untersuchungen am Institut, die frisch 
der ED. entnommene Ovalbuminproben betrafen, eingetragen. Ganz 
ahnliche Verhaltnisse finden sich bei Seralbumin (Abb. 2). Berechnet 
man in der angegebenen Weise den auf das lonenpaar A~, H* ent- 
fallenden Leitfaihigkeitsanteil x’, so gibt derselbe nach Abzug von 
dem fiir das Wasser korrigierten x-Protein einen Leitfahigkeitsrest. 
dessen Gang in den z”’-Kurven dargestellt ist. 

Man darf bei der plausiblen Annahme, daB in unseren Losungen 
1, ty = 1 gesetzt werden kann, wohl auch die z”’-Werte des Leit- 
fahigkeitsrestes als geniigend sichergestellt ansehen. Demnach wiire 
auch an dem Vorhandensein weiterer ionischer Anteile neben den 
zusammengehorigen A~ H~ in den hochgereinigten EiweiBlésungen nicht 
zu zweifeln. 

Bei der Frage nach der Art der Ionen, welche den Leitfahigkeits- 
anteil x” bedingen, sind die folgenden zwei Méglichkeiten zu beriick- 
sichtigen: 1. Ein Teil des Proteins hat mit Kohlensiure unter Bildung 
von A*-HCO, reagiert. 2. Es besteht ein Verteilungsgleichgewicht 
der EiweiBladungen, wobei neben Teilchen mit negativen Uberschub- 
ladungen (A~) auch solche mit positiven (A*) auftreten. Ein solches 
Gleichgewicht miiBte noch keineswegs auf Verschiedenheiten im Aufbau 
der einzelnen Proteinteilchen hinweisen, sondern kénnte lediglich die 
Protonaufnahme und Abgabe derselben betreffen. 

Nimmt man eine ausschlieBliche Bildung von A*. HCO, an, 
dann geniigt zur Deckung des Leitfahigkeitsrestes schon eine Reaktion 
von etwa ein Viertel derjenigen Proteinteilchenzahl, die man bei An- 
nahme einer Bildung von (A*, A-)-Paaren heranziehen mub. 


Schwierigkeiten fiir die vollstandige Zuriickfiihrung des _ Leit- 
fahigxeitsrestes auf eine CQ,-Reaktion der EiweiBkérper ergeben sich 
jedoch aus folgenden Umstanden: 
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1. Das starkst saure und an positiven Gruppen armste Ovalbumin 
wiirde nach seinen z’’-Werten weit mehr mit H,CO, reagieren miissen 
als das Seralbumin (oder Pseudoglobulin, s. unten) mit seinen geringen 
Eigen-H *-Aktivitaten. 

2. Selbst das Ovalbumin wiirde dann frisch elektrodialysiert einen 
UberschuB8 an positiven iiber die negativen freien Ladungen seiner 
Teilchen aufweisen. 

3. Fiir die mit dem verwendeten Wasser zugefiihrte geléste Kohlen- 
siure ist eine weitgehende Korrektur der Solleitfahigkeit bereits erfolgt. 
Eine dariiber noch hinausgehende Reaktion mit Luftkohlensiure ist 
bei 440 Volt ED. in N,-Atmosphire in stirkerem Mabe schwer an- 
zunehmen. 

4. Ebenso entspricht die iiberraschende GesetzmaBigkeit im 
Gang der z”’-Werte keinesfalls den bei der Einwirkung von Luft-CO, 
zu erwartenden Schwankungen. 

5. Eine gewisse Bedeutung darf man ferner den hierhergehérigen 
Beobachtungen von Pauli und J. Safrin! an reinsten Gelatosen zu- 
messen. Bei diesen konnte eine CO,-Mitwirkung weitestgehend aus- 
geschaltet werden, und der Nachweis von positiven neben negativen 
Anteilen hat sich hier direkt erbringen lassen. Hervorgehoben sei 
ferner, daB analog dem Ovalbumin die starke Vermehrung an positiven 
UberschuBladungen neben einem erheblichen Anstieg der Sauerung 
erfolgt. Allerdings ist hier die Einschrankung zu machen, da} beim 
Abbau nicht nur ein zweifellos heterodisperses Gemisch entsteht, 
sondern daB auch die gebildeten langeren und kiirzeren Ketten in 
bezug auf ihre Saure- und Basendissoziationskonstanten und deren 
Verhaltnis mehr oder minder groBe Abweichungen aufweisen kénnten. 

Pauli und Safrin fanden an Gelatosen, die durch Abbau von elektrolyt- 
frei elektrodialysierter Gelatine im Autoklaven bei 125° C gewonnen waren, 
da8B dieselben, frisch dem Autoklaven entnommen und abgeschlossen auf 
25°C abgekiihlt, eine konstante Leitfaihigkeit hatten, die sich selbst bei 
offenem Stehen unter Toluol erst nach einigen Tagen um wenige Prozente 
erhéhte. Der aus der H+-Aktivitat fiir wprot, = 20 berechnete Leitfahigkeits- 
anteil betrug nur 1/; bis '/,, des vorhandenen Leitfihigkeitsrestes ~’’, so 
da®B sich die (A+ + A™-Anteile) in der GréBenordnung 10-*n ermitteln. 
Bei der Elektrodialyse der Gelatosen mittels negativer (Pergamentpapier ) 
Membranen finden sich nur in der Kathodenzelle (also positive) Eiweib- 
teile, die sich dort mittels Trichloressigsaure und Biuretreaktion nachweisen 
lassen. Wahrend der ED. steigt, trotz einer Verminderung des Trocken- 
gehaltes in der Mittelzelle um 24,5°,, die H+-Aktivitét von 1,04 auf 1,67 
. 10-5 an. Fiir die membrandurchgingigen Kationen treten somit zum 
Kolloid in der Mittelzelle gehérige H+-Ionen auf, denen ein neues Gleich- 
gewicht mit At+-Anteilen entspricht. 


1 Diese Zeitschr. 233, 86, 1931. 
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Diese Beobachtungen werden noch durch weitere an CGelatosen von 
Pauli und E. Goigner® erginzt. Dieselben sind noch besser miteinander 
vergleichbar, da alle Werte sich auf Lésungen von 1°, Trockengehalt 
beziehen. Der Abbau wurde bei 125° C durch | Stunde wie oben ausgefiihrt. 
Es war namlich zu erwarten, dab bei der ED. von durch Thermohydrolyse 
yvebildeten Gelatosen (a) mittels negativer Membranen zu den Gelatosen 
(b) aus elektrostatischen Griinden die A--Anteile bei gleicher Grobe starker 
von der Membran zuriickgehalten werden als die At+-Anteile. Das gab ganz 
im Sinne der eben angefiihrten Versuche einen Anstieg der H +-Aktivitat bei 
gleichzeitigem Abtall der Leitfahigkeit intolge Verlustes der membran- 
durchgangigen kleinen Spaltprodukte vom Typus A+ und A-. Wenn man 
nun diese Gelatosen b unter Anwendung einer positiven, anodischen Mem- 
bran (Naturseidekollodium) zur Celatose e weiter elektrodialysierte, dann 
war infolge des nun mdéglicehen Passierens weiterer negativer Anteile A- 
nicht nur eine Abnahme der Leitfahigkeit, sondern auch der H+-Aktivitat 
zu erwarten. Das ist. wie die folgende Tabelle zeigt, auch der Fall. 


Tabelle T11. 


l o.. Crelatosen. 





Gelatosen 7.10 Oy 10° 
a 4.1 1,04 
b 25 2.51 
¢ iJ 1,3 


6. SchlieBlich kénnte als stiitzendes Argument fiir die Bildung 
von A-- und A*-Formen, also fiir die Verteilung entgegengesetzter 
CUherschuBladungen auf verschiedene Proteinteilchen, die folgende 
Feststellung? herangezogen werden. 

Man kann zunachst in der angegebenen Weise aus aq und *% ver- 
schiedener Konzentrationen von Ovalbumin zu einer Schatzung der Norma- 
litat der A--Formen (negativen UberschuBladungen) gelangen. Nun 
sprechen elektrostatische Griinde daftir, daB aut Zusatz einer starken 
Saure zunachst die A- durch lonisationszuriickdrangung in neutrale Anteile 
(A® oder +A-) tibergefiihrt werden. A+ wird ungeiandert bleiben. Der Zusatz 
etwa von HCl wird also die Neutralformen auf Kosten der ionischen A- 
zunachst vermehren und erst dariiber hinaus eine Neubildung (oder Uber- 
sechuB) von A+ hervorrufen. Da das neutrale Eiweif der Alkoholfallung 
viel leichter unterliegt als ionisches, wird diese Flockung mit steigender 
H Cl-Zugabe entsprechend der Bildung von Neutralteilen zu einem Maximum 
anwachsen und dann abnehmen. Das Maximum wire etwa bei jJenem 
HCl-Zusatz zu erwarten, der den A--Anteilen aquivalent ist. In der Tat 
zeigten nun, wie die nachste Tabelle TV nach Versuchen von Paulé und 
A. Geré? \ehrt. die auf zwei ganz unabhangigen Wegen gefundenen Werte 
fiir [A-] eine befriedigende Ubereinstimmung. 


! Diese Zeitschr. 235, 272, 1931. 
2 Kolloidzeitschr. 53, 5 


1, 1930. 





208 D. v. Klobusitzky u. Wo. Pauli: 


Tabelle IV. 





Normalitat der negative . : 
alitat der negativen Sdurenormalitat im 


Ovalbumin Uberschuijladungen aus ~ Flockungsoptimum 
0), und ay, inn. 10° n.10 
1.0 10.1 5 
1.75 14.9 14 
2.5 18,7 20 


Wirde man jedoch den Saureverbrauch aus einer Reaktion mit 
Proteinbicarbonat unter Freisetzung von Kohlensaure erkliren wollen 
dann ergeben sich zwei Widerspriiche. Einerseits kénnte diese Reaktior 
nicht zur Bildung neutraler, alkoholfallbarer EiweiBanteile  fiihren. 
andererseits liefert die Berechnung der Restleitfahigkeit als Bicarbonat 
nur rund ?/, der im Flockungsmaximum verbrauchten Saiurenormalitit 

Samtliche hier angefiihrten Beobachtungen und Beziehungen 
scheinen uns durchaus im Sinne eines Verteilungsgleichgewichtes der 
UbherschuBladungen oder strenger der Protonen (H*) auf die Eiweils- 
teilchen und gegen eine ausschlieBliche Mitwirkung der CO, zur Deckung 
des Leitfahigkeitsrestes zu sprechen. 

Man kann nun versuchen, in der physikalisch-chemischen Kenn 
zeichnung hochgereinigter EiweiBlésungen weiter zu gehen und jenen 
Anteil darin zu bestimmen, der auf die nichtleitenden, im Sinne der 
neueren Auffassung symmetrisch-polvyvalent-zwitterionischen Teilchen 
entfallt. Diese Schitzung setzt jedoch den monodispersen Charakter 
und die Kenntnis der molekularen Konzentration der betreffenden 
EiweiBlésungen voraus. Damit scheiden die heterodispersen Proteine 
Pseudoglobulin und Gelatosen von vornherein aus. Allein auch bei 
Ovalbumin und Seralbumin, fiir welche mehrere sorgfaltige und = un- 
abhangige Bestimmungen des Molekulargewichtes vorliegen, ist zu 
priifen, wieweit die zumeist bei isoelektrischer Reaktion und in Salz- 
anwesenheit gefundenen Werte fiir unsere elektrolytfreien Protein 
losungen zutreffen. 

Am eindeutigsten scheinen die Verhaltnisse beim Seralbumin zu liegen, 
fiir welches G. Adair! und The Svedberg mit Sjégren* beinahe gleichzeitiy 
iibereinstimmende Werte des Molekulargewichtes (1/7), der erste mittels 
des osmotischen Druckes. letztere mit der Ultrazentrifuge, fanden. In 
einer neueren, sehr sorgfiltigen Untersuchung haben G.S. Adair und 
M.E. Robinson® fiir ein pr 7.4 bei 1°C bei einer Konzentrationsbreite 
bis 4,86 ¢/100cem das Molekulargewicht .W des kristallisierten Pferde 
seralbumins mit 72100 festgestellt. Der Umstand, daB sich in diesen Ver 
suchen die Zahl der Rekristallisationen fiir das M als nicht von Belang 


' Skandin. Arch. Physiol. 49, 76, 1926. 
2 J. Amer. Chem. Soc. 50, 3318, 1928; 52. 2855, 1930. 
3 Biochem. J. 24, 1864, 1930. 











erwi 
Erhe 
ZU 3} 
von 
der 1 
welts 


ZWist 
von 

(bis 

Oval 
isoek 
recht 
sowit 
sich 

fliissi 
fande 
zentr 
einer 
Mitte 
jedoc 
ae. Bi 
fiir d 
als in 
auch 


losur 
jewel 
samt 
Danr 
ladur 
I 
der ne 
+A- 
oder, 


bedeu 


Da hi 
mubte 
warte 
vom 
Prote) 
Ae 


den 10 


Bio 

















Elektroly tfreie Proteine. XI. 209 


erwies, dali ferner eine geringe Beimengung von Conalbumin nur eine kleine 
Erhéhung des ./ bewirken kann, scheint uns sehr zugunsten der Annahme 
zu sprechen, dafi auch das .W/ in unserem Falle sich nicht weit vom Werte 
von Adair und Robinson entfernen dirfte. Auf dieser Grundlage wurde 
der relative Anteil von neutralen Molekiilen in unseren Seralbuminiésungen 
weiter unten berechnet. 

Beim Ovalbumin besteht hingegen keine volle Ubereinstimmung 
zwischen den ./-Werten in der Literatur. J. Marrack und L.F. Hewitt', 
von denen eingehende, tiber einen sehr weiten Konzentrationsbereich 
(bis ISg@ Protein 100 cem!) sich erstreckende Bestimmungen des J/ am 
Ovalbumin mittels des osmotischen Druckes stammen, fanden (nahe dem 
isoelektrischen Punkt) den Wert von 43000.) Er ergab sich auch aus Um- 
rechnung von S. P. L. Sérensens bahnbrechenden allerersten Bestimmungen 
sowie in gleicher GréBe fiir ein elektrodialysiertes Eialbumin und erwies 
sich ferner unabhangig von Schwankungen der lonenstarke in der Auben- 
fliissigkeit innerhalb 0,024 bis 0.12 mol. The Svedberq und J.B. Nichols? 
fanden hingegen mittels des Sedimentationsgleichgewichtes in der Ultra- 
zentrifuge im einfach dialysierten kristallisierten Ovalbumin eine Mischung 
einer Substanz von 36000 mit héhermolekularen Anteilen, so dats ein 
Mittel von 43000 resultiert. Nach Elektrodialyse erwies sich das Ovalbumin 
jedoch als monodispers mit 36000. Neuere Untersuchungen von 
J.B. Nichols® tiithrten in prinzipieller Bestatigung der friitheren Versuche 
fiir das kristallisierte und elektrodialysierte Ovalbumin sowohl in sa/zfrever 
als in salzhaltiger Lésung (0,02 n) zu dem Wert von 4M 34500, der deshalb 
auch unseren Berechnungen zugrunde gelegt wurde. 

Man darf sich mit Pauli die Protonverteilung in der reinen Eiweib- 
lésung derart denken, daB abdissoziierte H* nicht allein’ mit den 
jeweilig dissoziierenden, sondern mit (den betreffenden Gruppen an) 
simtlichen EiweiBmolekiilen im  Anlagerungsgleichgewicht —stehen. 
Dann wird eine gewisse Anzahl freier positiver und negativer Uberschub- 
ladungen nebeneinander auftreten. 

Betrachten wir etwa eine reine Eiweifilésung. deren H+-Aktivitat nahe 
der neutralen gelegen ist. dann gilt fiir die Summe der zwei Protonreaktionen 
+A- H+ A- und +A- H+ A+ die Gleichung 2 ~A+ A+ x. 
oder, wenn KK, die Reaktionskonstante dieser bimolekularen Reaktion 
bedeutet, 


[A }.[A K.. 

[‘a-? ° 
Da hier auf beiden Seiten die gleiche Molekiilzahl in Reaktion tritt, so 
miiBte dieser ProzeB konzentrationsunabhangig sein. Dann wire zu er- 
warten. daB auch das Verhaltnis tA~ prot (17 molekulare Konzentration) 
vom Proteingehalt unbeeinfluBt bleibt. Im Falle eines starker sauren 
Proteins kénnte jedoch auch die konzentrationsabhangige Dissoziation 
A®° A- - H+ mit zunehmender Eiweifiverdiinnung merklich werden und 


den ionischen Anteil zuungunsten des neutralen etwas vermehren, wahrend 


! Biochem. J. 23, 1079, 1929. 
2 J. Amer. Chem. Soc. 48, 3081, 1929. 
3 J. americ. Chem. Soe. 52. 5176, 1930. 
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dieser Effekt in héheren Proteinkonzentrationen gegentiber dem aut die 
Bildung von A+, A--Formen entfallenden Anteil praktisch ganz zuriick- 
treten wird. Weiter ware zu beriicksichtigen, dal} es bei der vertiigbaren. 
kiinftig noch zu vervollkommnenden Versuchsanordnung nicht mdglich 
war, eine geringe Proteinreaktion mit CO, im Sinne der Bildung von 
At HCO, ganz zu unterdriicken. Dieser Vorgang macht sich darin 
bemerkbar, da®B die Linie der Restleitfahigkeit «", welche gegen den Null- 
punkt konvergieren sollte, falls sie ledightch die Leitfahigkeit von ionischen 
Eiweibteilchen darstellen wiirde, infolge des Bicarbonatgehaltes gegen 
einen etwas héheren Punkt auf der Ordinate gerichtet ist. Man kann nun 
eine fiir die Bicarbonatleitfahigkeit korrigierte Kurve #'” durch entsprechende 
Richtungsanderung gewinnen. Die bei geringem Eiweiligehalt so deutliche 
Stérung durch das Bicarbonat beruht daraut, dab eine auf A+. HCOZ ent- 
fallende Leitfahigkeit nur zu etwa !/, auf das Proteinion zuriickgeht, was 
unberiicksichtigt eine siebenfache Proteinionenkonzentration fiir diesen 
Bruchteil der Gesamtleitfahigkeit errechnen liebe. Fiir die Bestimmungen 
des relativen Gehaltes (in Prozenten) an neutralen Teilen 


Mprot — ([A*] + [A7]) 
Meprot 
wurden also aus der H+-Aktivitat. aus #’ und (#’ z'’) die zugehorigen 
Proteinionen ermittelt (7 , lor. O. fiir 25°C). 


In den Abb. 1 und 2 sind die unkorrigierten Kurven gestrichelt, 
die korrigierten ausgezogen, und sie zeigen zundchst, daB der Prozent 
gehalt an neutralen Teilchen in einer EiweiBl6sung von uber 1°,, Gehalt 
praktisch konstant bleibt, wie es nach dem Massenwirkungsgesetz 
hier zu erwarten ist. 

Aus den Daten errechnet sich, wie den Abbildungen unmittelbar 
entnommen werden kann, daB in reinen Ovalbuminlésungen rund 65°, 
der Teilchen als neutrale Zwitterionen vorliegen, wahrend beim reinen 
Seralbumin etwa 84°, der Teilchen neutral zwitterionisch wiéren. 
Das wiirde durchaus dem sonst festgestellten elektrochemischen Charakter 
digser Proteine entsprechen. 

Ermittelt man namlich aus den maximalen Saéure- und Basenbindungen 
die Héchstzahl der je Gewichtseinheit Protein vorhandenen reaktions 
fahigen positiven und negativen Gruppen, se ergeben sich folgende Be 
ziehungen. Beim Ovalbumin kénnten von samtlichen negativen Gruppen 
(entsprechend der Héchstzahl an positiven) optimal 82°, zwitterionisch 
festgelegt und zumindest 18°, fiir eine Protondissoziation verfiigbar sein. 
wahrend die gleichen Héchst- bzw. Mindestwerte beim Seralbumin 94°,, 
zwitterionisch gegen 6°, einsinnig dissoziierend betragen. 

Danach wire also beim Seralbumin ein vergleichsweises Zuriick- 
treten der Teilchen mit UberschuBladungen gegeniiber den genau 
zwitterionischen zu erwarten, wie es in der Tat die direkten Messungen 
an den hochgereinigten Lésungen der beiden Albumine anzeigen. 


Auch die Beobachtungen an _ hochgereinigtem Pseudoglobulin 
lassen sich, wie es scheint, ohne Widerspruch der hier vorgebrachten 
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Auffassung einfiigen. Das Pseudoglobulin ist ein kathodisch wanderndes 
Protein, dessen Hoéchstzahl an positiven Gruppen die der negativen 
iibertrifft (Verhaltnis 148 126 pro Gramm Protein). Seine H’ -Aktivitat 
liegt etwa eine GréBenordnung unterhalb der des Seralbumins (Abb. 3) 
und geht wohl auf nicht beseitigte Spuren geloster CO, oder einer 
sonstigen Beimengung zuriick. Die Kataphorese und die Bindungs- 
verhaltnisse fiir Saéuren und Laugen einerseits sowie der Gang der 
Leitfahigkeit mit der Konzentration (Abb. 4) andererseits  sprechen 
durchaus dafiir, daB hier mit den wenigen positiven CberschuBladungen 
Bicarbonationen korrespondieren. Die niedrige Leitfahigkeit zeigt 
namlich zum Unterschied von Ovalbumin und Seralbumin in héherer 
EiweiBkonzentration einen stark abnehmenden <Anstieg bzw. wird 
dann praktisch konstant. Zur Deckung des vorhandenen Leitfahigkeits- 
restes wiirde eine Normalitat von 10-°n 

Proteinbicarbonat geniigen. Daneben 5 
ist fiir das Vorhandensein von (A*. A-)- Fseudoglobulin , 
Formen in merklichen Mengen keinerlei 
Anhaltspunkt zu finden, und die Bil- 
dung eines zugehdrigen Protongleich- 


2: 10°r G2 
\\ 


gewichtes ist auch bei diesem positiven 


Protein unter den gegebenen Bedin- 4 
gungen gar nicht zu erwarten. Die 


betreffenden Daten sind aus der folgen- a! - - 
U / J ¥ 35 

den Tabelle zu entnehmen (vgl. dazu % Pseudog/obu 

Abb. 4 und 3). Abb. 4. 


Tabelle V. 


Pseudoglobulin. 
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Zusammengehalten mit den friiher angefiihrten Daten zeigen 
unsere Beobachtungen in der Reihenfolge Ovalbumin, Seralbumin 
und Pseudoglobulin dem Abfall der H*-Aktivitét entsprechend ein 
Absinken bzw. Verschwinden der (A* . A~)-Formen (oder der ,,bimole- 


kularen Ionisation’’) und in derselben Ordnung ein Ansteigen des nicht 


14* 
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leitenden, streng neutralen zwitterionischen Bruchteiles der Molekiile 
in unseren hochgereinigten Proteinlésungen. 


Zusammenfassung. 


Durch Messungen an hochgereinigten EiweiBlésungen wird weiteres 
Material zugunsten der Annahme Paulis beigebracht, dal in solchen 
Lésungen eine statistische Verteilung der abdissoziierten Protonen 
auf simtliche EiweiBmolekile erfolgt, welche zur Bildung von zwitter- 
ionischen Teilchen mit positiven und negativen CberschuBladungen 
neben streng neutralen zwitterionischen fiihrt. Beim elektropositiven 
Pseudoglobulin fallt diese Bildung von (A*. A-)-Formen erwartungs- 
gemaB fort und ist beim schwicher sauren Seralbumin geringer als 
beim Ovalbumin. 

Die Untersuchungen wurden durch eine seinerzeitige Sachbeihilfe 
der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft an den einen von 
uns (Pauli) wesentlich geférdert, wofiir wir unseren ergebensten Dank 
aussprechen. 
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Uber die eisenhaltige Komponente des Blutfarbstoffes 
und ihre Synthese mit Globin zu Himoglobin. 


(Vorliufige Mitteilung. 
Von 
Alfred Herzog. 


(Aus dem = plysiologisch-chemischen Institut der kgl. ung. Universitat 
Budapest.) 


(Binge qangen am 20. Februar 1935.) 


Im Lautfe von Untersuchungen, die die prosthetische Gruppe des 
Blutfarbstoffes zum Gegenstande hatten, gelang es mir, aus in der Hitze 
koaguliertem Blute durch Extrahieren mit essigsaurem Methylalkohol und 
Siedenlassen dieses Extraktes im Wasserbad eine Verbindung darzustellen, 


die aut Grund ihrer prozentualen Zusammensetzung der Formel 
C34H,,N,O,Fe, also einem kristallisierten Haématin entspricht. © Indem 


ich die wasserig-ammoniakalisch-methylalkoholische Lésung dieser Substanz 
in ein im Wasserbad siedendes Gemisch von Eisessig und Methylalkohol 
eintrug und sieden lieB, oder aber auch durch Extrahieren kristallisierten 
Oxyhamoglobins mit wiasserig-ammoniakalischem Methylalkohol, Zutiigen 
von Eisessig bis zu 15°, und Stehenlassen erhielt ich ferner eine kristallisierte 
Verbindung von der Formel Cs4Hg,NqOq4Fe. die also, da sie nur vier Sauer- 
stoffatome enthalt, auf Grund der bisherigen Vorstellungen dem .,reduzierten 
Hamatin“ entsprechen miiBbte. Beide Substanzen waren durch Erhitzen 
mit NaCl und Eisessig in Teichmannsche Kristalle tberfiihrbar. 

Aus den beiden genannten Substanzen einerseits und aus Chlorhamin 
andererseits konnte ich durch Lésen dieser Substanzen in wasserig-ammo 
niakalischem Methylalkohol und vorsichtigen Zusatz von Eisessig zu einer 
dritten kristallisierten, eisenhaltigen Substanz gelangen, der auf Grund 
der Analysenergebnisse die Formel C,H 4)N4OqFe oder Cs,H ,NqgOQqFe am 
besten entspricht. Diese Substanz konnte in die Ausqangssubstanzen wieder 
tiberfihrt werden. SchlieBlich konnte ich die Substanz mit 33 Kohlenstott- 
atomen aus Oxyhamoglobin und Kohlenoxydhamoglobin mit der gleichen 
Methode direkt auskristallisieren. 

Verschiedene Beobachtungen bei meinen Experimenten und ver- 
schiedene Unstimmigkeiten der Literatur fiihrten mich zu der Annahme, 
daB die prosthetische Gruppe des Blutfarbstoffes nicht. wie bisher an- 
genommen wird, das Hamatin sein kénne, sondern dali die von mit 


dargestellte Substanz mit 33 Kohlenstoffatomen es sein mui. Zum 





214 A. Herzog: Uber die eisenhaltige Komponente des Blutfarbstoftfs. 


Beweise dieser Anschauung ging ich daran, die Substanz mit nativem 
Globin zu Hamoglobin zu koppeln, und es gelang mir schlieBlich nach miihe- 
vollen Vorversuchen zu reinen Lésungen von Kohlenoxydhamoglobin 
und Methaimoglobin zu gelangen, wahrend die des Oxyhamoglobins bisher 
immer mehr oder weniger mit Methaimoglobin verunreinigt waren. Die 
spektrophotometrisch ermittelte Lichtabsorptionskurve der reinen Lésungen 
von Kohlenoxydhamoglobin und Methaimoglobin stimmt mit der ver- 
langten iiberein. Weiterhin wurden von mir aus einer Lésung von syn- 
thetisiertem Kohlenoxydhamoglobin, das aus analysierten Praparaten der 
Substanz mit 33 Kohlenstoffatomen dargestellt worden war, durch Er- 
hitzen mit NaCl und Eisessig typische Teichmannsche Kristalle erhalten. 

Auf Grund dieser meiner Untersuchungen, von denen ich hier nur die 
wichtigsten Ergebnisse kurz beschrieben habe, fiihle ich mich zu der Fest- 
stellung berechtigt. daB a) das 34. Kohlenstoffatom des Chlorhaimins bei 
dessen Darstellung in die kohlenstoffarmere, eisenhaltige Kormponente ein- 
dringt; daB b) die prosthetische Gruppe aber nur 33 Kohlenstoffatome 
besitzt, demnach eine unsymmetrische Konstitution aufweisen mu. Aus 
diesem Ergebnis ergibt sich aber auch eindeutig, daB das Atioporphyrin, 
als die gemeinsame Stammsubstanz der prosthetischen Gruppe des Blut- 
farbstoffes und des Chlorophylls, in Ubereinstimmung mit 2. Willstdtter 
31 Kohlenstoffatome enthalten mub. 

seziiglich der genaueren Wiedergaben der Methoden und der Zu- 
sammenhadinge der Substanz mit 33 Kohlenstoffatomen mit der bisherigen 
Lehre iiber die Hamine sei auf die in nichster Zeit erscheinenden Mittei- 
lungen verwiesen. 














Cholinstoffwechsel bei Pflanzen. IL. 


Von 
G. Klein und H. Linser. 


(Aus dem  Biologischen Laboratorium der I. G. Farbenindustrie A. G. 


Ludwigshaten a. Rh., Werk Oppau.) 


(Eingegangen am 22. Februar 1935.) 


Mit 13 Abbildungen im Text. 


In unserer ersten Mitteilung iiber den Cholinstoffwechsel bei 
Pflanzen haben wir iiber das Verhalten des Cholins und des Lecithin- 
cholins wahrend der Keimung verschiedener Pflanzen berichtet (1). 
Es konnte dort festgestellt werden, daB die Menge an Gesamtcholin 
vom Beginn der Keimung an stetig zunimmt, da} also vom Augenblick 
der Keimung an Neubildung von Cholin stattfindet, und zwar im nor- 
malen, belichteten Keimling sowohl des freien wie auch des Lecithin- 
cholins, und nicht allein in den jungen Pflanzchen, sondern auch in den 
Kotvledonen. Es konnte auch gezeigt werden, da bei Zea mays der 
Kotyledo zugunsten des jungen Keimlings sein Lecithincholin verliert, 
daB also scheinbar ohne einen Umweg tiber freies Cholin direkt Lecithin 
aus dem Kotyledo in den Keimling tibernommen werden kann. Es war 
nun weiter zu untersuchen, wie sich das freie wie auch das Lecithin- 
cholin im weiteren Verlauf der Vegetationsperiode verhalten, ob sich 
Beziebungen zwischen dem freien Cholin und dem Lecithincholin 
finden lassen und wieweit beide Cholinarten Schwankungen in ihrer 
Menge unterworfen sind; ob sie einmal gebildet liegen bleiben, ob also 
die gesamte Menge an freiem und gebundenem Cholin héchstens zu- 
nimmt, oder ob sie auch abzunehmen imstande ist, ob also einmal 
gebildetes Cholin wieder weiterverarbeitet oder abgebaut werden kann; 
schlieBlich ob das Cholin des Lecithinmolekiils zuerst als freies Chloin 
vorliegt und dann erst in das Lecithin eingebaut wird, oder ob es im 
Lecithin selbst schon gebildet wird und das freie Cholin vielleicht erst 
durch Spaltung aus dem Lecithin entsteht. 

Auf alle diese Fragen kénnen endgiiltig erst Versuche unter Variation 


der physiologischen Bedingungen und Fiitterungsversuche Aufschlub 
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geben. Diese aber setzen eine Kenntnis des natiirlichen Cholinstoff- 
wechsels voraus. Die Verfolgung des Schicksals des freien und des ge- 
bundenen Lecithins im Laufe einer Vegetationsperiode kann trotzdem 
schon Anhaltspunkte tiber die physiologische Rolle des Cholins in der 
Pflanze geben; so ist speziell eine Antwort auf die zuerst gestellten 
Fragen hier schon moglich. 

Bevor jedoch das Verhalten erwachsener Pflanzen verfolgt wird, 
sollen noch einige erginzende Versuche an Keimlingen hier kurz be- 
sprochen werden, die sich an die in unserer ersten Mitteilung gebrachten 
Versuche direkt anschlieBen. 

Die Methodik der Cholin- und Lecithinbestimmung war dieselbe, 
wie sie bisher gebraucht worden war, mit nur einer kleinen Abanderung, 
die sich aus folgender Beobachtung ergab: 

Bei der Aufarbeitung von gré6Beren Mengen von griinen heran- 
gewachsenen Pflanzen, aber auch von Friichten (Erdbeeren usw.), wurden 
Ammoniakwerte kolorimetriert, die gréBer waren, als es dem Gesamt- 
siureverbrauch entsprach, so daB negative Werte erhalten wurden. Diese 
Erscheinung konnte nur so erklart werden, daB entweder eine Saure mit- 
destillierte, die den Gesamtsiureverbrauch driickte, oder aber dab eine 
andere Substanz tiberging, die Ammoniak beim Kolorimetrieren vorzu- 
tauschen vermochte.  Erstere Méglichkeit war dadurch ausgeschlossen, 
daB je zweimal hintereinander mit Lauge destilliert wurde. Es blieb also 
nur die zweite Méglichkeit. Es konnte sich nur um eine Substanz handeln. 
die aus alkalischem Milieu durch Wasserdampf destillierbar war und die 
keinen Sdureverbrauch verursachte. Wahrscheinlich lagen Aldehyde 
vor (2). Tatsichlich geben Aldehyde mit Nesslers Reagens in geeigneter 
Verdiinnung Farbungen, die der des Ammoniaks ahnlich sind. Es war also 
anzunehmen, daB bei der alkalischen Spaltung der Extrakte Aldehyde frei 
wurden, die mit tiberdestillierten und die St6rung verursachten. War dies 
der Fall, so muBten diese durch Oxydation zu zerstéren sein. Ein Vorversuch 
mit Wasserstoffsuperoxyd ergab, daB es in einer Verdiinnung, die zwat 
Aldehyde zu oxydieren imstande war, doch keine St6rung der titrimetrischen 
Bestimmung verursachte, gelang. die st6rende Substanz auszuschalten. 

Die Fehlerquelle wurde also im folgenden, wie sich zeigte mit Erfolg, 
dadurch ausgeschaltet, da8 dem nach der Aufspaltung aufgefangenen 
Destillat drei Tropfen 33°,iges Wasserstoffperoxyd zugeftigt wurden 
und das Destillat erst nach lingerem Stehen der zweiten Destillation 
unterworfen wurde. 


I. Untersuchungen an keimenden Pflanzen. 


In unserer ersten Mitteilung konnten wir feststellen, da vom 
Beginn der Keimung ab das Gesamtcholin zunimmt (unsere Bezugs- 
gréBe war dabei der einzelne Same, also das Individuum), daB also 
Neubildung von freiem Cholin wie auch von Lecithincholin stattfindet. 
Bei Erbsenkeimlingen und bei Keimlingen von Zea mays unterlag 
das Gesamtcholin im spiteren Verlauf der Entwicklung der jungen 
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Pflanze Schwankungen, indem auf einen Anstieg der Cholinmenge ein 
schwacher Abfall folgte. Der Trager dieser Schwankungen war das 
freie Cholin, wahrend das Lecithincholin ziemlich konstant anstieg 

Eine Wiederholung der Serie mit Pisum sativum ergab eine Be 
statigung unserer ersten Befunde. Abb. 1 zeigt den maBigen Anstieg 
des Gesamtcholins bis zum zweiten Tage, den wir schon friiher beob- 
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Abb. 1. Pisum sativum, Keimlinge im Licht 


achtet hatten (Abb. 7 unserer ersten Mitteilung), den etwas starkeren 
Anstieg bis zum neunten Tage, den daraut folgenden Stillstand und 
abermaligen Anstieg am zehnten und zwélften Tage. Das Lecithin 
cholin nimmt bis zum 25. Tage etwas zu, an dem es in etwa neun- bis 
zehnfacher Menge vorliegt wie im ruhenden Samen. Dann nimmt es 
an Menge ab, steigt aber gegen den 50. Tag hin wieder an. Man beob- 
achtet also anfanglich eine starke Gesamtcholinbildung, die aber bald 
aussetzt oder doch in ihrer GréBe hinter der des Wachstums stark 
zuruckbleibt. 
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Abb. 2. Abb. 3 
Soja hispida, Keimlinge im Licht Soja hispida, Keimlinge im Dunkel: 
Die gestrichelte Kurve, die die schraf ivgl. Abb. 2). 


fierte Flache einschliebt, stellt die Werte 
fiir das Lecithincholin von der Abszisse 
aus aufgetragen dar. 


Keimlinge von Soja hispida (Abb. 2 und 3) zeigen Cholinbildung 


bereits vom zweiten Tage an, wihrend im griinen Keimling die Lecithin- 
bildung erst am sechsten Tage und im etiolierten Keimling erst am 
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14. Tage einsetzt. Die Menge des Gesamtcholins steigt in griinen Keim- 
lingen kontinuierlich (bis zum 20. Tage verfolgt) an, im etiolierten mit 
Schwankungen, die Abb. 3 zeigt. Die Lecithinbildung setzt hier nicht 
wie bei Weizen- und Maiskeimlingen sofort ein, sondern ist verzégert 
Dagegen ist bei Soja im Vergleich zum Gesamtcholin relativ sehr viel 
Lecithincholin schon im Samen enthalten.  Etiolierte Soja verhalt 
sich, wie wir noch sehen werden, ebenfalls anders als etiolierter Weizen. 
insofern als beim etiolierten Weizen (wie auch beim etiolierten Mais 
die Lecithinbildung anfanglich starker ist als beim griimen, wahrend 
bei etiolierter Soja erst viel spaiter Lecithin gebildet wird als in griiner 
Bis zum zehnten Tage ist bei griiner und etiolierter Soja die Menge an 
Gesamtcholin annadhernd gleich, spiter ist im etiolierten mehr vor- 
handen als im griinen, und am 20. Tage ist wieder annahernde Gleichheit 
erreicht, indem der Gehalt im etiolierten Keimling langsam absinkt. 
Beim Weizen hingegen ist die Menge an Gesamtcholin im etiolierten 
Keimling bis zum 20. Tage gréBer als im griinen. Wir konnten ja auch 
in unserer ersten Mitteilung bereits allgemein feststellen, da8 etiolierte 
Keimlinge (solange sie noch lebenskraftig sind) mehr freies Cholin 


fiihren als griine. 
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Abb. 5. Abb. ¢ 


Triticum sativum, Keimlinge im Veriinderung des Lecithincholingehalts bei 
Dunkeln, Triticum sativum in griinen und etiolierten 
Keimlingen. 


Abb. 4 und 5 zeigen nun die Verhaltnisse beim Weizen, die wir 
eben im Vergleich mit Soja besprochen haben. Sie zeigen prinzipielle 
Chereinstimmung mit den Verhaltnissen bei Mais. Abb. 6 zeigt ver- 





te 
b 


wu 


ble 
15. 
fas 
hin 
Chi 
gui 








Cholinstoffwechsel bei Pflanzen. II. 219 












m- gleichend den Verlauf der Lecithinbildung und Lecithinabnahme bei 
nit grinem und etioliertem Weizen: wahrend im etiolierten Keimling 
‘ht sofort mit der Keimung starke Lecithinbildung einsetzt, nimnmt das 
rt Lecithin im griinen Keimling wihrend der ersten 8 Tage eher ab als zu: 
ie] und nach etwa 8 Tagen, da im etiolierten Keimling Lecithin zu schwinden 
alt beginnt, setzt im griinen erst die Lecithinbildung ein, deren Tempo 
n, wieder langsam abflaut, wenn eine gewisse Menge Lecithin gebildet 
is worden ist, und zwar beim Weizen etwa das Siebenfache jener Menge, 
nd die im ruhenden Samen vorhanden war. Die Gramineen verhalten sich 
er also im Cholinstoffwechsel gleich. Die absoluten Mengen sind gegeniiber 
an Soja etwa zehnmal geringer, wie die verschiedene GréBenordnung der 
r- Ordinate zeigt. 
elt " 
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Abb. 7 


Zea mays, Keimlinge im Licht. 
a Lecithincholin im Embryo, } Lecithincholin im Kotyledo, Gesamtlecithinehs 
im Embrvo und Kotyledo. 














Abb. 8. 
Zea mays, Keimlinge im Dunkeln 


t Lecithincholin im Embryo, 6 Lecithincholin im Kotyledo, ce Gesamtlecithincholir 
im Embryo und Kotyledo, 


Abb. 7 zeigt. was schon in unserer ersten Mitteilung festgestellt 
wurde, daf bei Zea mays der Kotyledo sein Lecithincholin an den 
Keimling abgibt, wobei die Gesamtmenge an Lecithin fast unverindert 
bleibt. Diese Aussaugung verlauft anfanglich recht langsam, erst am 
15. Tage setzt sie verstarkt ein, so daB der Kotyledo am 20. Tage bereits 
fast véllig von Lecithin entbliBt ist. Nicht ebenso deutlich, aber immer- 


vir hin bemerkbar, findet sich dieses Verhalten auch beim wasserléslichen 
lle Cholin. Auch beim etiolierten Maiskeimling wird der Kotyledo zu- 


1. gunsten des Embryos entleert, wie Abb. 8 zeigt. 
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Unsere weiteren Versuche mit Keimlingen haben also das in unsere! 
ersten Mitteilung gebrachte Beobachtungsmaterial erganzt und_ be- 
statigt. 

Ganz allgemein findet in den ersten Wochen der Keimung [zeit- 
mafig abhingig vom Keimungstempo des entsprechenden Samentyps. 
mengenmaBig von der Art des Reservematerials (fetthaltige Samen)] 
Neubildung von freiem Cholin und Lecithin statt. Die Menge des 
freien Cholins, das im Samen iiberhaupt nicht oder nur in sehr geringen 
Mengen vorhanden ist, steigt bis zum 20fachen der urspriinglichen 
Menge. Sie nimmt im etiolierten Keimling schneller zu als im belichteten. 
Es kann aber auch eindeutig Cholin verschwinden, also weiter ver- 
indert werden (siehe besonders Abb. 13 der ersten und Abb. 1, 3 und 5 
dieser zweiten Mitteilung). Beziiglich des Lecithins verhalten sich die 
einzelnen Samentypen (nach der Art der Reservestoffe) verschieden 


Allgemein enthalt der Same sehr wenig Lecithin, manche Typen 
kaum Spuren, die fettreichen relativ viel, der ruhende Embryo nichts. 
Bei der Keimung tritt verschieden schnell Neubildung von Lecithin 
ein, bei etiolierten im allgemeinen friiher, um nach einiger Zeit woh! 
im Zusammenhang mit der Steigerung aller Abbauvorgange, manchma! 
fast bis zum voélligen Schwund, gespalten zu werden. Bei griinen setzt 
die Neubildung spater ein, steigt aber konstant oder bis zu einem ge- 
wissen Niveau, das erhalten bleibt. Der Lecithingehalt nimmt dabei 
bis zum zehnfachen zu. Bei Soja sind die absoluten Mengen von Lecithin 
und Cholin viel gr6Ber als bei allen anderen untersuchten. auch fett- 
haltigen Keimlingen. In spateren Wachstumsstadien treten auBerhall 
der Fehlerquelle liegende, reproduzierbare Schwankungen der Zu- und 
und Abnahme von freiem und Lecithincholin auf. 


Es bleibt aber die Frage noch véllig offen, ob das Cholin unal 
hangig entsteht und unter Umstanden ins Lecithin eingebaut wird, ode: 
ob es aus einer Verstufe im Lecithin gebildet und nur soweit frei zu 
finden ist, als es aus diesem abgespalten wird. 


II. Bestimmungen an Pflanzen wihrend der Vegetationsperiode. 


Um die quantitativen Verschiebungen des Cholins und des Lecithins 
in entwickelten Pflanzen im Laufe der Vegetationsperiode orientierend 
kennenzulernen, wurden verschiedene Pflanzen von Zeit zu Zeit, durch- 
schnittlich jede Woche oder jede zweite Woche, auf ihren Cholin- und 
Lecithingehalt in ihren verschiedenen Organen untersucht. Dabei trat 
hier wie bei allen solchen Fragestellungen die Schwierigkeit der Bezugs- 
gréBe auf. Es wurde getrachtet, nach Méglichkeit auf einzelne Individuen 
zu beziehen, so schwer dies auch bei gr6Beren und alteren Pflanzen durch- 
fiihrbar ist. In vielen Fallen aber muBten wir das Gewicht heranziehen. 
und so sind manche Werte auf das Frischgewicht bezogen. 
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a) Be strmmungen an ¢ inzelnen Ptlanzenteilen. 


Das Verhalten des Cholins und des Lecithins ist in Stengeln und Blattern 
im Laufe des Sommers verschieden, aber in den von uns beobachteten 
Fallen gegenlaufig: wahrend im Stengel das Cholin rapid ab-, das Lecithin 
langsam zunimmt, nimmt im Blatt das Lecithin ab. das Cholin aber zu 
Die Schwierigkeit der BezugsgréBe verhindert uns, aus den erhaltenen 
Werten nach Art einer Bilanz quantitative Vergleiche anzustellen und 
auszusagen, ob im Lautfe dieses Geschehens ebensoviel Cholin fret erscheint 
als das Lecithin weniger wird, oder ob quantitativ keinerlei Beziehungen 
zu erkennen sind. 

Abb. 9 zeigt (ausgedriickt in Milligrammprozenten des Frischgewichtes ) 
das Verhalten des Cholins und des Lecithins im Laufe der Monate Juni 





8 — —— 
mq z Lez: pincholin j 


220 “W0} ~~ 2 w= 








mg % x | (ee 
200| ra or Voie vel 
180} 7 tretes Chotin | 


freies holin ” Lezithincholin 





| 








0 — 
Juni Juli August September Okt. 
\bb. 9. Abb. 10 
Phaseolus, Blatter ( ) und Soja hispida, Blatter 





Die obere Kurve zeigt die Veranderungen 
des Lecithingehalts ailein. 


Stengel ( 


und Juli bei Bohnenpflanzen. Wahrend anfangs Juni in den Blattern neben 
1 Molekiil Lecithincholin 3.64 Molekiile freies Cholin vorhanden sind, also 
364 mg-%. sind Mitte Juli 2310 mg-° 
Menge an Gesamtcholin gestiegen ist. ebenso die Menge an freiem Cholin 
wahrend die Menge des Lecithins abnahm. Im Stengel derselben Pflanze 
liegen die Verhaltnisse gerade umgekehrt. Wahrend antangs Juni 3370 mg-°, 
des Lecithincholins freies Cholin vorhanden sind. sind Ende Juni nur noch 
Sllmg-°, und anfangs Juli nur mehr 78 mg-°®, freies Cholin vorhanden. 
Hier nimmt mit dem freien Cholin die Menge des Gesamtcholins rapid ab, 
wahrend die Menge an Lecithincholin langsam und schwach ansteigt. 


freies Cholin vorhanden, wobei die 


Et was anders finden wir die Verhaltnisse bei Sojapflanzen vor. Wahrend 
hier, wie Abb. 10 zeigt, von August bis Oktober in den Blattern die Menge 
des Lecithincholins ansteigt, zeigen die Werte fiir freies Cholin ein Maximum 
gegen Ende September, um dann stark abzusinken. In den Stengeln steigen 
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und fallen die Werte fiir freies Cholin, das Lecithincholin hingegen nimmt 
gegenlautig zu dem der Blatter mehr oder weniger kontinuierlich ab. In 
bezug auf das Lecithin bietet sich also hier das umgekehrte Bild wie bei der 
Bohnen.  Vielleicht spielt dabei eine gewisse Rolle, daB bei der Unter- 
suchung der Soja die Jahreszeit schon weiter vorgeschritten war. 


b) Bestimmungen an ganzen Pflanze ”. 
Die Veranderungen des Lecithin- und des Cholingehaltes bei ganze 
Pflanzen, die auf das Individuum zu beziehen gestatten, wurden bei Weizen- 
pflanzen und beim Lein verfolgt. 
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Abb. 11. Abb. 12. 
Soja hispida, Stengel. Lecithincholin- und Cholingehalt von 
Die obere Kurve zeigt die Veriinderungen Weizenpflanzen im Laufe des Sommers. 


des Lecithingehalts allein. 


Abb. 12 zeigt die Verhaltnisse bei Triticum sativurn wahrend der 
Sommermonate. Wahrend im Laufe des Juni das Frischgewicht der Pflanzen 
nur wenig anstieg, wurde entsprechend wenig Lecithin gebildet, freies 
Cholin keines, im Gegenteil, gegen Ende Juni ist eine der Zunahme an 
Lecithincholin etwa gleichgroBbe Abnahme des freien Cholins zu beobachten. 

Nun beginnt sowohl das Frischgewicht starker anzusteigen als auch 
die Menge des freien Cholins, die wie die des Lecithincholins gegen Ende 
August und Anfang September schneller und starker wachst als das Frisch- 
gewicht der Pflanzen. In den Monaten Juli bis September ist also einheitlich 
eine bedeutende Neubildung des Lecithincholins wie auch des freien Cholins 
zu beobachten. 

Ganz gegensatzlich verhalt sich Linum usitatissimum. Zwar gehen 
hier wie beim Weizen die Mengen an freiem und an Lecithincholin einandet 
fast véllig parallel, doch folgt einer starken Zunahme beider Stoffe bis 
Mitte September ein ebenso starker Abstieg bis zum Oktober. Der Cholin- 
wie auch der Lecithingehalt erreicht also Mitte September ein ausgesprochenes 
Maximum. Hierauf zeigt das Lecithin neuerlich ein Anwachsen und 
schlieBlich Absinken auf ein Minimum; das Cholin fallt rapid ab und bleibt 
dann konstant. 
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Wahrend wir also beim Weizen keinen Anhaltspunkt dafiir finden, 

dab freies Cholin und Lecithincholin wieder verbraucht werden k6nnen, 
zeigt uns der Lein dieses deutlich genug. 


Ill. Bestimmungen bei der Frucht- und Samenbildung. 


Kinige weitere Versuchsreihen waren dazu bestimmt. das Verhalten 
des Lecithins und des Cholins bei der Fruchtbildung orientierend kennen 
zulernen. Als Bezugsgré6Be diente hier wieder das Individuum, die einzelne 
Frucht, die einzelne Blite. 

Bei Phaseolus enthalt die Blite ebensoviel freies Cholin und ebensoviel 
Lecithincholin wie die junge Frucht, ja letztere fiihrt vielleicht sogar etwas 
weniger davon. Die Kurven zeigen von der Bliite bis zur Frucht etwas 


fallende Tendenz. bis die Frucht etwa 3¢m Lange erreicht hat. Dann 
beginnt das freie Cholin anzusteigen, wahrend 

das Lecithincholin erst etwas spater mehr zu ie eee: wi 
werden beginnt. "bo 


Bei Soja hispida war es interessant zu 
beobachten, wie das Lecithincholin im Laute 13+ 
des Monats September anstieg, ein Maximum an 
erreichte und wieder abfiel, und zwar so, 
daB in der Fruchthiille das Maximum q 1 1 
| Woche friiher eintrat als in den Samen, s« 





daB es den Anschein hat, als ob das Lecithin- a 

cholin aus der Hulse in die Samen_ tibet oF ] oa 1 
nommen worden ware. Eine Hulse enthielt Gs j\ 1) 8 
zur Zeit des Maximums, wie Abb. 13 zeigt. _ Ss 
etwa 0.94 mg Lecithincholin, ein) Samen i ie } " SS 
0.36mg. Wahrend der Samenum etwa 0,25 mg Qt i a ie S 5 
zunimmt, nimmt die Lecithincholinmenge AGS 
der Fruchthiille um nur etwa 0,20 mg ab. ? “ug. Segtember Old < 


Da jedoch eine Fruchthiille mehr als einen 
Abb. 13 
Verinderungen des Lecithincholin 
ge halts der reifenden Frucht in Hiilse 
und Samen. 


Samen enthalt (drei oder vier), so reicht die 
in der Fruchthitille vorhanden gewesene Menge 
an Lecithincholin nicht aus, um die Zu- 
nahme in den Samen zu _ erklaéren, wenn 
man nicht annimmt,. dali das Lecithincholin der Fruchthiille, sei es durch 
Figenproduktion, sei es durch Nachlieferung aus anderen Organen immiet 
wieder sofort ersetzt wird. Beim Ausreifen der Friichte werden die 
Hiilsen diirr, die Menge des Lecithincholins nimmt ziemlich rasch ab. 
Aber auch die ausreifenden Samen verlieren einen Teil (mehr als die 
Halfte) ihres Lecithincholins wieder. 

Versuche an Erbsensamen gaben keine einheitlichen Ergebnisse, was 
durch starke GréBenunterschiede der Samen erklarlich ist. Man miibte 
gréBere Mengen von Erbsenfriichten untersuchen. Immerhin ergab sich. 
daB der Gehalt der Friichte héher ist als der der Bliiten, und zwar sowoh! 
an freiem Cholin als auch an Lecithincholin. und da’ das freie Cholin mit 
steigender Lange der Frucht ansteigt, wahrend das Lecithincholin keine 
Zunahme mehr erkennen JaBt, nachdem es bis zu etwa 7¢m Fruchtlange 
angestiegen ist. 


Bei Gurken ist bis zu 100 g Frischgewicht annahernd gleich viel freies 
Cholin vorhanden, unabhangig von der GréBe der Frucht, dann erst steigt 
die Menge etwa proportional dem Gewicht der Frucht an. Das Lecithin- 








224 G. Klein u. H. Linser: 


cholin nimmt anfanglich sogar etwas ab, bis zu einem Gewicht der Frucht 
von etwa 30 g. Dann steigt es ebenfalls annahernd proportional dem Gewicht 
der Frucht an. Im Durchschnitt sind etwa 84°, des Gesamtcholins al- 
freies Cholin vorhanden, der Rest als Lecithincholin. 

Bei Weizenihren und Maiskolben fanden wir iibereinstimmend schwan 
kende Werte fiir freies Cholin, die keinerlei Anhaltspunkte itiber seine 
Bedeutung gaben, wahrend die Werte des Lecithincholins erkennen lieBen. 
dali das Lecithin sowohl in den Maiskolben wie auch in den Weizenahret 
anfanglich, im Laufe der Fruchtbildung ansteigt, und zwar absolut und 
relativ, auf das Frischgewicht der Ahren und Kolben bezogen, daB es dann 
einige Zeit unveraindert bleibt und schlieBlich bei der Fruchtreife wiede1 
abnimmt, so daB nur noch wenig mehr vorhanden ist als in den jungen 
Friichten. Die Griffel, die als Biischel aus den Kolben ragen, steigerten 
ihren Cholingehalt kontinuierlich, wahrend sie sich in bezug auf ihren 
Lecithincholingehalt wie die ganze Frucht verhielten 

Ergebnisse. 

Allgemein zeigte sich wieder, wie in unserer ersten Mitteilung 
schon festgestellt werden konnte, eine quantitative Uberlegenheit des 
freien Cholins tiber das Lecithincholin, nicht nur bei Samen und Keim- 
lingen, sondern auch bei alteren Pflanzen und bei Bliten und Friichten. 
Auch ergab sich wieder, da der Gehalt an freiem Cholin viel gréBeren 
Schwankungen unterworfen ist als der Gehalt an Lecithincholin, was 
darauf hinweist, daB letzteres das stabilere ,,Endprodukt* des Auf- 
baues, das freie Cholin hingegen das labilere, mehrfach verwertbare 
und von vielen Prozessen abhangige, leichter zu bildende und ab- 
zubauende ,,Zwischenprodukt** des Lecithinstoffwechsels darstellt. 
Der so einigermaBen konstante Lecithincholinspiegel der Pflanzen ]aBbt 
demnach eine Bildung des freien Cholins aus dem Lecithin als un- 
wahrscheinlich erkennen, vielmehr wird zur Bildung von Lecithin aus 
dem Vorrat an freiem Cholin das nétige Cholin entnommen. Wenn wir 
diese Ansicht noch nicht beweisen kénnen, so geben uns doch die ge- 
samten Protokolle immer wieder Anhaltspunkte fiir ihre Richtigkeit. 
oder fiir die Unrichtigkeit der gegenteiligen Annahme. Ein Beweis 
dafiir, daB das Lecithincholin bei der Bildung von Lecithin dem Vorrat 
an freiem Cholin entnommen wird, ist schon deshalb nicht zu erbringen, 
weil die Mengen an freiem Cholin, abgesehen davon, daB sie zu groBen 
Schwankungen unterliegen, gegeniiber den Mengen an Lecithincholin 
allzu groB sind, als daB sich eine fehlerfreie Bilanz aufstellen lieBe. Es 
mag jedoch sein, daB an giinstig gewaihltem Material der Nachweis 
moéglich sein wird. Die weiteren Versuche an alteren Pflanzen lieBen 
erkennen, da Lecithincholin als solches von Organ zu Organ trans- 
portiert zu werden vermag, wofiir ja auch die Versuche an Keimlingen 
(Zea mays) beweisend sind. So kann Lecithincholin aus den Blattern 
verschwinden und in den Stengeln auftauchen (oder umgekehrt), wie 
es aus den Kotyledonen der Keimlinge in die Embryonen iibernommen 
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wird. Es sei dahingestellt, in welcher Form dieser Austausch, dieser 
‘Transport vorgenommen wird, ob als Lecithin selbst oder in Form von 
Bausteinen des Lecithins. Nicht wahrscheinlich hingegen ist es, 
daB aus dem Lecithin dabei das Cholin ganzlich abgespalten | wird 
Denn, wenn nicht gleichzeitig mindestens alle iibrigen Bausteine des 
Lecithinmolekiils mit dem Cholin in das andere Organ wandern wiirden, 
so ware es nicht verstandlich, warum z. B. in dem Embryo genau 
dieselbe Menge an Lecithin wiedererscheint, die im Kotyvledo ver 
schwunden ist, und nicht etwa mehr oder weniger. 

Die Versuche an Bhiten und Friichten zeigten iibereinstimmend 
daB im Laufe der Fruchthbildung mehr Cholin bzw. mehr Lecithin- 
cholin gebildet oder zugefiihrt wird, als in den Bhiten vorhanden war, 
daB der Gehalt an Lecithincholin ein Maximum erreicht und bei der 
Fruchtreife wieder absinkt. Bei Soja lieB sich auBerdem erkennen 
das Lecithincholin zum Teil wenigstens aus der Fruchthiille in den 
Samen tibernommen werden kann. An freiem Cholin ist in allen Stadien 
ein Vielfaches des gebundenen Cholins vorhanden, von dem yt riodisch, 
je nach Organ und Stadium, endgiiltig gr6Bere Mengen weiterverarbeitet 
werden. 
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1) G. Klein u. H. Linser, diese Zeitschr. 250, 220, 1932. 2) G. Klein, 

ebenda 169, 132. 1926. 
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Ein einfacher Mikrorespirationsapparat. 
Von 
Erik Tetens Nielsen. 


(Aus dem insektenbiologischen Laboratorium Pilehuset, Frederiksvaerk. 


Dianemark. ) 
(Eingegangen am 24. Februar 1935.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Zur Untersuchung des respiratorischen Stoffwechsels einige: 
Puppen und Ruhelarven brauchte ich einen ganz primitiven Respira- 
tionsapparat, da sogar Gas, Elektrizitat und Druckluft meinem kleinen 
Privatlaboratorium fehlen. Weiter bestand meine Aufgabe darin, zu 
untersuchen, ob der von Gaarder! gefundene Einfluf}S$ des Sauerstoff- 
druckes auf den Stoffwechsel der Tenebrio-Puppen auch fiir gewisse 
Wespenpuppen (und Ruhelarven) Giiltigkeit hatte?. Endlich muBten 
die Messungen moéglichst kurze Zeit dauern, und die Apparatur durfte 
nicht kostspielig sein. 

Da ein Respirationsapparat, der sich unter solchen  primitiven 
Verhaltnissen als brauchbar erwiesen hat, vielleicht auch anderen 
Biologen niitzlich sein kénnte, wird er im folgenden beschrieben. 


Prinzip. 
Das Objekt wird in einer abgeschlossenen Luftmenge angebracht. 
Bei konstanter Wasserdampfspannung und WKohlensiuredruck wird die 
Respiration als Sauerstoffabsorption gemessen. lin Gegensatz zu existieren 
den Apparaten desselben Prinzips (Thunberg® und Krogh 4) wird die Volumen 
anderung bei konstantem Druck gemessen. 


1 Diese Zeitschr. 89 48, 1918. 

2 Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werden anderswo (Entomol 
Medd. Kopenhagen) ver6ffentlicht; eine vorlaufige Mitteilung wurde au! 
dem fiinften internationalen Entomologenkongrefs (Paris 1932) gegeben. 

3 Skand. Arch. f. Physiol. 17, 133— 196, 1905. 

4 Diese Zeitschr. 62, 266, 1914; 66, 512, 1914. 
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Der Apparat! (Abb. 1) besteht aus eine 
l-cem-Pipette (..@°°). die in 0,02 ccm eingeteilt fi 


ist. Das untere Ende der Pipette ist etwas ver- 
langert, jedoch so, dab die Spitze mcht verengt  ¢ 
ist: an das obere Ende der Pipette ist ein Quer- 
rohr (,.6°) angeblasen, welches an beiden Enden 

mit einem Behalter (.,¢)°°. ..¢g°") versehen ist. Die 
Behalter haben oben eine Offnung, die mit einem 
genau passenden kleinen Classtopfen dicht ver- 
schlossen werden kénnen. Die beiden Behalter. 
das Querrohr und der obere Teil der Pipette bis 
zum Obersten Teilstrich (O-Strich) haben em . 
Volumen von etwa 4cem. Man braucht zwei 
solche Pipetten zu jeder Bestimmung. 

Weiter braucht man ein gewohnliches Glasaqua- ‘ 
ritun (oder besser ein Dewar-CetaB), das mit reinem 
Paratfin6ol gefiillt ist, und ein genaues Thermometer. 

Der Versuch wird in folgender Weise durch 








vefiihrt: Um die Wasserdampfspannung konstant 
zu halten, wird einer der Behalter mit 1.0g¢ wasser- 
treiem Natriumsulfat beschickt. Dabeierhalt man ?: Abb. 1 





Temperatur Wasserdampfdruck Sittigungsdruck des il , : 
t iD Wasserdampfes fiir ¢ Relative Feuchtigke 
o4 mm mm 
15 9,21 12,79 72 
20 12,5 17.54 71 
25 18,1 23,76 76 


In dem anderen Behalter wird 0.4 ¢ trockener Natronkalk unten ein 
gelegt. Dartiber wird ein wenig Watte angebracht, auf welcher das oder 
die Tiere wahrend des Versuchs liegen sollen. Hierbei wird der Kohlen 
sauredruck konstant gehalten, und zwar nur sehr wenig tiber Null. 

Der andere Apparat wird in ganz ahnlicher Weise beschickt, nur ohn 
Tiere (Kontrollapparat ). 

Zunichst werden die Pipetten so weit in das Paraffindl eingetaucht, 
daBs dieses im Tierapparat bis zum 1,00-Strich und im Kontroliapparat bis 
zum 0.50-Strich aufsteigt. Es ist dabei zu beachten, dali die Menisken in 
den Pipetten beim Einsetzen der Pfrépfechen etwas niedergedriickt werden 
SchlieBlich werden die Pipetten ganz in das Olbad getaucht. 

Mit den Messungen darf man nach | Stunde beginnen. Bei jeder Messung 
wird die Pipette so weit emporgehoben, bis der Meniskus in der Pipette 
sich in gleicher Héhe mit dem Olbad befindet ; dann wird die in det Pipette 
eingeschlossene Luftmenge abgelesen. Wenn man die Volhumina der beiden 
Apparate, die Zeit nach dem Antang des Versuchs und (da der Stoftfwechsel 
von der Temperatur abhangig ist) die Temperatur des Olbades notiert hat 


St mur eme 


' Von der Firma H. Strver, Kopenhagen, geliefert. Es 
angenehme Pflicht, an dieser Stelle meinem Freund, Herrn Diplom-Ingenieur 
Georg Haarh, von dieser Firma ftir seine stets bereite Hilfe ber der Kon 
struktion des Apparates herzlich zu danken. 

2 Chemiker-Kalender 8, 159--160, 235, 1932. 
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sind alle notwendigen Beobachtungen beendet. Wie oft man die Messungen 
wiederholen mu, hangt von der absoluten GroS8e der Sauerstotfabsorption 
des betreffenden Tieres ab. 

Das Volumen der in den Apparaten eingeschlossenen Luft ist’ von 
folgenden Faktoren beeintluBt: 'Temperatur, barometrischer Druck und 
(im ‘Tierapparat) Sauerstoffabsorption. 

Da die thermischen und barometrischen Schwankungen fiir beice 
Apparate dieselben sind, wird man die Sauerstoffabsorption als Ver 
danderungen der Ditterenz zwischen den Luftvolumen der beiden Pipette 
erkennen. Da die Schwankungen im Volumen wegen Temperaturanderunge! 
nur dann dieselben fiir beide Apparate sind, wenn sie dieselben Volurina 
Luft enthalten, ware zu befiirchten, dali dabei ein Fehler auftritt. Wenn 
die Temperaturanderungen nicht tiber ein paar Grade betragen, ist es abe! 
nicht nétig, das Volumen im WKontrollapparat nach dem des Tierapparates 
zu regulieren, was ich tatsachlich in den ersten Versuchen getan habe, und 
was sich als sehr umstdandlich erwies. Eine einfache Nachrechnung beweist 
dies: Wenn vcem Luft von ¢,° bis ¢,° erwirmt werden, so betragt die Au: 


dehnung 


v 
d (ats at 
(1 + xt,) Z . 
Wird ¢, 20° und ¢, — 22° eingesetzt, bekommt man ftir 
” 5 cem d O.0384 
v & d 0,027 


d.h.: selbst wenn man den ganzen Mebbereich als Difterenz annimmt. 
werden 2° Temperaturainderung nur einen Fehler von 0,007 hervorrufen : 
gibt mander Lutt im Kontrollapparat ein Volumen etwa gleich dem mittleren 
Stande der Luft im Tierapparat, so wird der Fehler fiir das Resultat irre 
levant sein. 

Die Berechnung des Resultates. 


Mit der Zeit (in Stunden) als Abszisse und der Sauerstoffabsorption 
(in Kubikzentimetern) als Ordinate werden die Ergebnisse der Messungen 











o 50 00 750 200 250 
Stunder 


Abb. 2. 
Der’ Stoffwechsel von 7 Ruhelarven der Grabwespe Trypoxylon figulus 
a 0.00268, m = 0.082 g, und der Stoffwechsel R = 33 cem/kg Stunde 
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in ein Koordinatensystem eingetragen. Man bekommt dann ein Bild wie 
in Abb. 2; man sieht, dal} es hier méglich ist, eine gerade Linie zu ziehen, 


welche den Punkten korrespondiert. Ist die Linie durch die tibliche Gleichung 
7] aa b 


ausgedriickt. so hat man einfach, wenn das oder die Tiere ein Gewicht 
von mg haben, den respiratorischen Stotfwechsel in Kubikzentimeter pro 
Stunde und Kilogramm gleich 


R am 1o0oo, 


SchlieBlich méchte ich Herrn Professor August Krogh, der mich mit 
seiner Erfahrung auf diesem Wissenschaftsgebiet stets ermuntert und 


unterstiitzt hat, danken. 








Uber den Caleitumzustand im Blutplasma der Henne. 


Von 
M. Laskowski. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 


in Warschau.) 


(Eingegangen am 25, Februar 1933.) 


Die Arbeiten mehrerer Forscher uber den Zustand des Calciums 
im normalen Sdugetierserum, die den grundlegenden Untersuchungen 
von Rona und Takahashi! folgten, lassen sich folgendermaBen zusammen 
fassen*: Kolloidal gebundenes Ca 5 bis 6 mg-°,, ultrafiltrierbares 
anionisches® 3 mg-°,,, ultrafiltrierbares ionisiertes 2 mg-°,,. In Fallen. 
in welchen die gesamte Ca-Konzentration sich unter dem EinfluB der 
Parathyreoidea oder durch intravends eingefiihrtes Ca veranderte. 
erhielt man Veranderungen sowohl in kolloidal gebundenen wie auch 
in ultrafiltrierbaren Ca-Fraktionen (Hertz4, v. Bezndk®, Brull®. Smith 
und Sterberger’). 

Soweit mir bekannt ist. wurden solche Untersuchungen am Vogel- 
blutplasma noch nicht durchgefiihrt. Die hier herrschenden Verhalt- 
nisse kénnen sehr interessant sein, da Riddle und Reinhart*, Parhon C 
fils®, Hughes, Titus und Smits™, sowie zuletzt Macowan"™ nachgewiesen 
haben. daB in der Legezeit der Calcitumgehalt im Blutplasma der legenden 


1 P, Rona u. D. Takahashi, diese Zeitschr. 81, 336, 1911. 

2 K. Klinke, ebenda 213, 177, 1929; siehe auch derse/be, Ergebn. 
d. Physiol. 26, 235, 1928. 

3 Die Existenz dieser Fraktion haben D. MW. Greenberg u. L. Greenberg, 
J. of biol. Chem. 97, CIII, 1932, nicht bestatigen kénnen. 

‘ W. Hertz, diese Zeitschr. 217, 337. 1930. 

5 4.v. Beznak, ebenda 225, 295, 1930. 

® L. Brull, Arch. Intern. Physiol. 76, 138, 1930. 

7 R.G. Smith u. H.R. Sterberger, J. of biol. Chem. 96, 245, 1932 

8 O. Riddle u. W.H. Reinhart, Amer. J. of Physiol. 76, 669, 1926 

® Parhon C. fils, C. rv. Soc. Biol. 95, 785, 1926. 

10 JS. Hughes, R.W. Titus u. D. L. Smits, Science 65, 264, 1927 

"oM. M. Macowan, Quart. J. exper. Physiol. 21, 383, 1932. 
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. 


Vogel sich beinahe verdoppelt. Es entsteht also die Frage, in welcher 
Form dieser Ca-CberschuB auftritt. 


Methodik. 


Etwa 20cem Blut wurden (unter Heparinzusatz) aus der Fliigelvene 
der im hiesigen Institut geztchteten Hennen der Polnischen Griimfiibler 
rasse entnommen,. Sie waren 2 Jahre alt und wurden nach dem ..all mash" 
System gefiittert. GroBere Blutmengen bekam ich in geronnenem Zustand 
aus dem Schlachthot. Um die Calciumtfraktionen voneinander zu trennen 
bediente ich mich der Ultrafiltrationsmethode. leh habe den Porzellan 
trichterapparat PA 9 nach Zsigmondy und Porzellantiegel nach Bechhold 
von etwa 50cem Inhalt verwendet. Die Membranen bereitete ich mu 
selbst. fiir den Zsigmondy-Apparat gebrauche ich 3° ige Celloidinlésung 
in Alkohol und Ather (nach Zawadzki'), fiir die Bechhold-Porzellantiegel 
S und 10°, Eisessigkollodium von Schering. Alle Membranen wurden aut 
KiweiBbdurchlassigkeit mit Sulfosalicylsiure gepriift. Um den Fehler, det 
durch die Verdtinnung mit dem in der Membran selbst enthaltenen Wasser 
entsteht, zu overmindern, verwarf ich immer die ersten 2cem des Ultra- 
filtrats; wie man aus der Tabelle | sehen kann, geniigt dieses Verfahren 
vollkommen. 

Tabelle I. 


Vergleich der nacheinanderfolgenden Proben der Ultratiltrate. 





Prozentualer 


Gehalt 
Konzen- von Ca im 
een ' - Filtrierte Volumen des tration Ultrafiltrat 
Versuch Ultrafilter Fliissigkeit Ultratiltrats von Ca im im Vergleich 
Ultratiltrat zur 
\usyangs 
Nr cem mgicem losung 
1 Zsigmondy Ca Cly-Losung erste 1,5 0,190 43 
0,204 me Ca/eem folgende 1,6 0,202 99 
foleende 1.9 0,206 101 
2 Bechhold Rinderserum erste 1,8 0,035 
foleende 20 0,058 
folgende 2,2 0,057 


Wenn man sich der Ultrafiltrationsmethode unter vermindertem Luft 
druck bedient, kann man den Fehler nicht vermeiden, der durch das Aus 
trocknen des Filtrats entsteht. Um diesen zu kompensieren, gebrauchte 
ich nur Membranen mit mdglichst gleicher Filtriergeschwindigkeit: alle 
zu langsam filtrierenden wurden verworfen. Die WKonzentrationsschwan 
kungen des ultrafiltrierbaren Calcitums unter diesen Bedingungen betrugen 
etwa 6°, (Tabelle II). In Versuchen, in welchen ich mich des mit Heparin 
versetzten Blutplasmas bediente, gab ich etwa 0.5 cem 0,25 °% oige Heparin 
lésung (in 0.85°, NaCl) auf 20cem Blut. Dab eine solche Verdtinnung 
auf den Zustand des Calciums keinen EinfluB hat, sieht man aus dem 
Versuch 29, Tabelle III. Die Ca-Konzentration im Ultrafiltrat vor und 
nach der Zugabe von Ilcem der Heparinl6sung liegt innerhalb der Fehler 
grenzen der Bestimmung. 


1 B. Zawadzki, Acta Biol. Exper. 4, 119, 1929. 
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Tabelle IT. 


Konzentration von Ca in den Ultrafiltraten desselben Serums, 

das durch verschiedene Membranfilter des Zsigmondyschen 

Apparats ultrafiltriert wurde. Nach Verwerfen der ersten 

2.0 cem wurden die folgenden 4,0 ccm analysiert. Die Zahlen geben 

die Caleiumkonzentration in Milligramm pro Kubikzentimeter 
des Ultrafiltrats an. 





Art der Probe Membran I Membran II Membran IIT 
Rinderserum ...... 0,050 0,048 0,051 
Hahnserum + CaCl. . . 0,109 0,114 


Die Bestimmung des Caleiums in frischen Ultrafiltraten habe ich 
nach der Methode von de Waard' ausgefiihrt, das Blutplasma wurde zuvor 
mittels Salpetersiure verascht (nach Bialaszewicz*). Die Phosphate be- 
stimmte ich nach der Briggs-Methode*. Alle Analysen wurden mindestens 
zweimal durchgefiihrt. 

Ergebnisse. 

Um den Zustand des Calciums im Hennenblutplasma zu_ unter- 
suchen, habe ich zwei Versuchsreihen ausgefiihrt. Die Experimente 
der ersten Reihe, in welchen ich nur das Calcium bestimmte, machte 
ich mit mit Heparin versetztem Plasma, sowie auch mit Hennenblut- 
serum, welches ich von im Institut geziichteten Hennen bzw. von dem 
Schlachthof bekam. Aus methodischen Griinden und um Vergleichs- 
werte zu gewinnen, habe ich auch einige Versuche mit Rinderserum 
durchgefiihrt. 

Aus den Zahlen der Tabelle III geht hervor, daB die Konzen- 
tration des ultrafiltrierbaren Calciums in beiden Gruppen, der legenden 
und nichtlegenden Hennen, beinahe gleich, aber etwas héher als in den 
Ultrafiltraten des Rinderserums ist. Zwischen den mit Heparin ver- 
setztem Blutplasma und dem Serum bestehen keine nennenswerten 
Differenzen in der Konzentration sowie im Zustand des Calciums. 
Dieses letzte Ergebnis stimmt mit den Ergebnissen von Brull (1. c¢.) 
iiberein. 

Die zweite Versuchsreihe habe ich an einem mehr homogenen 
Material durchgefiihrt, d. h. nur an dem mit Heparin versetzten Blut- 
plasma der im Institut geziichteten Hennen. In dieser Versuchsreihe 
bestimmte ich auBer dem Calcium auch noch die Phosphate, denn es 
schien mir wahrscheinlich, daB der UberschuB des kolloidal gebundenen 
Calciums in der Form des Calcium-Phosphorkomplexes vorkommen 
kann. Der Kolloid-Calcium-Phosphorkomplex wurde unter experi- 


' DP. J. De Waard, diese Zeitschr. 97, 176, 1919. 


2 K. Bialaszewicz, Travaux de l'Institut Nencki 8, Nr. 52. 1926. 
3 4. B. Briggs, J. biol. Chem. 538, 13, 1922. 
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Tabelle LL. 


Vergleich der Konzentration des ultrafiltrierbaren Caleiums 
im Rinderblut undim Blut von nichtlegenden und von legenden 
Hennen. 





Calciumkonzentration 


o des ultra 


im Serum . 
. im Ultra- _ filtrierbaren 


Art der Probe Versuch 


— tiltrat Calciums 
Nr. mg,cem mgicem 
Rinderserum .... : ; d gy 0,133 0,055 41 
- — . vole 13 0,113 0,956 no 
* od ages 15 0,124 0.045 36 
‘ = SRR PT ; 29 O110 0,05) 45 
” ee Bh RS) tes 38 29a 0,091 0.058 64 
20cem Rinderserum + 1,0 eem Heparin 29 b 0,091 0.056 61 
Durchschnitt fir Rind... .. . 0,114 0.053 47 
Hahnenserum .. . A ; 20 0,130 0,068 52 
. are en a 14 0,144 0,087 60 
ie Se eg ed eee eae 21 0,145 0.087 60 
Hahn Nr.5, hep. Plasma ..... . 11 0,126 0.064 60 
Glucke Nr. 26, hep. Plasma _ 17 0,140 0,072 D1 
Durchschnitt fiir nichtlegende Hahner 0,137 0,076 55 
Legehenne Nr. 139, hep. Plasma 12 0,245 0,078 32 
‘ _ 2: " 7 0,204 0,081 40 
“ , 149, Ss 0,230 0.086 3S 
os e . « es 18 0.173 0.088 51 
Durchschnitt fiir Legehennen a 0,213 0,083 39 


mentellen Bedingungen zum ersten Male durch Kichholz und Starling! 
am Herz-Lungenpriparat untersucht. Die Versuche von Srull/ (lL. c.), 
der sich der Vivi-ultrafiltrationsmethode bediente, ergaben die gleichen 
tesultate. 


Aus den Zahlen der Tabelle IV sieht man, daB bei nichtlegenden 
Hennen die durchschnittliche Konzentration der Phosphate im. ge- 
samten Plasma und im Ultrafiltrat fast identisch ist. Doch angesichts 
der wenig genauen analytischen Methode und bedeutender individueller 
Schwankungen kann ich nur als sehr wahrscheinlich betrachten, daB 
bei nichtlegenden Hennen der gesamte anorganische Phosphor ultra 
filtrierbar ist. Dagegen ist bei legenden Hennen, obgleich auch hier die 
individuellen Schwankungen sehr grof sind, die Phosphorverteilung 
eine ganz andere als bei nichtlegenden. Gleichzeitig mit der Konzen 
trationszunahme des gesamten Calciums wird bei der Legehenne di 


! F. Eichholz u. BE. H. Starling, Proc. Roy. Soc. London (B) 9S, 98, 1925. 














—m £ OSs F & 5S = @reD®eoseS&s 2 & ma «he 6b @e@oe™m™ ae 8B GD @ oe oY a 
Mears ows CLekeemwe Dhaoeetee 4 toe > Rewosbp es = ct aa 
) ‘cs , p*c Cc a 
YOP V6 “% Lat ueuuayase] any 
ener ‘ osnn' ssanaik 
680° 1T00°0 CFOO'O 6000 yayoRyoING] 
$C z20'U FOO 6e OSO'O 1020 
cc LZ0°0 6FO'O 62 9L0°0 8°70 LOP cr 
LP STU'U LE 9L0°0 8060 O¢E et 
OL 6e0'0 9co'0 6F O80'0 €9T'U UE OF 
Lg #200 GFO'U LE FLO0'0 LOZU GCF 6E 
QC E100 Ee0'U OF GS0'0 OSTO L161 8§ 
6& FT0'O 9E0'0 CE F800 OFZ U St LE 
SF TZ0°O CRU'O GF 9800 c0Z0 LEG €& 
“Ud 9.50" | 
= 1°96 FOE atl L8'¢ Jeuyny 
z ¢200°0 €800°0 6§800°0 LEOU'O epuasep yo Any 
4 16 R200 660'0 Gy O80'0 aa VUTPOS ING] 
wa col 1Z0'O 0200 89 TSu'0 0210 907 tt 
s #6 0g0'0 GEO" 09 120°0 ITO wash ar 
FII ZE0'0 8200 LL £600 OZT'0 OO" IF 
£8 0200 F200 cg cLV0 O€TO E6E 9§ 
98 Le0°0 9FO'O 49 GRO'U e2T0 006 O€ 
OUYNEL opuesep orn 
q worequouny io) DUL loo Ful B) warequalaaty Ul)) Ful Uo! Ful “IN IN 
-Waypn s iP AURA} RUS] WUT “Bp sap 5 WRU UR un VUISUL | Ul ounayy yansia 4 
d BR) 
‘Ueuue YH UuIpudso| pun 
UIpusdFo;yyotu asp RULSB]_ qd ult sopuBisnzyRyudsoyug Pull -UENTOPR,) sep Yovta,s1vA 
“ d 
an "AT PSL 











Calciumzustand im Blutplasma der Henne. 235 


Haljte der Phosphate nicht ultrafiltrierbar. Die mittlere Konzentration 
der Phosphate im ganzen Blutplasma ist bei Legehennen deutlich 
héher als bei nichtlegenden Hennen, man kann dies aber nur mit einer 
Wahrscheinlichkeit 95: 100 feststellen (S. 239). Die mittleren Konzen- 
trationen der ultrafiltrierbaren Phosphate bei den Lege- und Nichtlege- 
hennen haben sehr ahnliche Werte: wegen groBer individueller Schwan- 
kungen mu jedoch angenommen werden, daB die Regulation der ultra 
filtrierbaren Phosphate keine ganz genaue ist. 

Auf Grund der Zahlen der Tabelle IV) kénnen wir feststellen, 
daB der Zustand und die Konzentration des Calciums viel genauer 
reguliert ist, als es bei den Phosphaten der Fall ist. Der Calciumgehalt 
im Blutplasma legender Hennen ist deutlich héher als im Plasma nicht- 
legender Vogel. Die Konzentration des ultrafiltrierbaren Calciums ist 
bei beiden Hennengruppen dieselbe, obgleich die Schwankungsbreite 
im gesamten Calciumgehalt bei den Legehennen viel gréBer ist (16.3 
bis 25,8 mg-°,,). Der ganze Caleiumiiberschup im Blutplasma der Lege- 
henne ist kolloidal gebunden und zwar unabhingig davon, ob er im Ver- 
gleich mit dem Plasma der nichtlegenden Henne 0,041 oder 0,126 mg Ca 
pro Kubikzentimeter betragt. Aller Wahrscheinlichkeit nach bildet 
er den Kolloid-Caleitum-Phosphorkomplex!. © Wenn) wir) annehmen 
(Brall, |oe.), daB nur das ionisierte Calcium physiologisch aktiv ist, 
so miissen wir anerkennen, da die Regulierung der Konzentration 
des ultrafiltrierbaren Caleciums fiir den Organismus von gréBter Be 
deutung ist. 

Bei Saugetieren wurde niemals eine ausschlieBliche Zunahme det 
kolloidalen Caleiumfraktion festgestellt. Wenn ein solcher Gleich- 
gewichtszustand zwischen den Calciumfraktionen, welchen ich bei der 
Legehenne feststellen konnte, durch das erhéhte Calciumbindungs- 
vermégen des Kolloids bedingt ist, so sollte man thn auch nur durch 
Steigerung der Konzentration des gesamten Calciums erreichen kénnen. 
Um dieses Problem aufzukliren, fiihrte ich eine Reihe von Versuchen 
durch, in welchen ich die gesamte Ca-Konzentration mittels der Zugabe 
von CaCl, erhéhte. Diese Versuche machte ich unter verschiedenen 
Bedingungen: in vitro mit dem Blut legender und nichtlegender Hennen, 
und in vivo an Legehennen, welchen ich das CaCl, intravends einfihrte 

Aus methodischen Griinden muBte ich vor allem teststellen, wie schnell 
das Gleichgewicht zwischen den Calciumtraktionen nach der Zugabe von 
CaCl, in vitro eintritt. Eine soleche Kontrolle habe ich mit) Rinderserum 
durchgefiihrt, indem ich zu jeden 20 cem desselben Serums je 2.0-cem 


1 Um die Bindung des ganzen Caleiumiiberschusses mit Kolloid zu 
erklaren, kénnte man annehmen, dai der einmal im Blute der normalen 
Legehenne gebildete Calcium-Phosphorkomplex nicht mehr im Gleichgewicht 
mit dem ultrafiltrierbaren Calcium bleibt. 
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CaCl,-Lésung zusetzte (Tabelle V).. Wie man aus der Tabelle ersehen kann, 
ist die Konzentration des ultrafiltrierbaren Calciums von der Zeit, welche 
zwischen dem Moment der CaCl,-Zugabe und dem Beginn der Uitratiltration 
verliuft, unabhangig. Der Gleichgewichtszustand ist schon wahrend der 
Dauer der Ultrafiltration erreicht und bleibt 36 Stunden unverdandert. 


Tabelle V. 


Versuche tiber die Geschwindigkeit. mit welcher das Gleich- 
gewicht zwischen den Calciumfraktionen nach Zusatz einer 
CaCl,-Lésung zum Rinderserum erlangt wird. 





Zeitraum 
zwischen Zusatz von Konzentration von 
Versuch Art der Probe CaCl, und Beginn der Ca im Ultrafiltrat 
Ultrafiltration 
Nr Std. mg/cem 
26 Rinderserum normal -- 0,054 
0 0,099 
4 0,094 
Nach Zusatz von 6 0,093 
CaCl, 18 0,095 
24 0,099 
36 0,099 
27 Rinderserum normal — 0.051 
| 0 0,107 
. ‘. ) 0,107 
Nach Zusatz von ; 0 ee 
CaCly 9 0113 
3 0.105 


Versuche, in welchen ich den Zustand des Caleciums im Serum der 
nichtlegenden Hennen nach CaCl,-Zugabe in vitro untersuchte, habe ich 
in ahnlicher Weise durchgefiihrt. Zu je 20 ccm desselben Serums wurden 
verschiedene Mengen der untersuchten Ca Cl,-L6sung zugesetzt (Tabelle VI). 
Als Materia! gebrauchte ich Hahnenblut aus dem Schlachthof. Einen Ver- 


Tabelle VI. 
Untersuchung des zwischenden Calciumfraktionenentstehenden 


Gleichgewichtes unter dem E:influB des in vitro zum Hiihner 
serum zugesetzten CaCl. 














Experiment 10 Experiment 14 Experiment 21 Experiment 22 

Serum von Hiahnen Serum von Hahnen Serum von Hihnen Serum von Hennen 
Caleium- 1% Caleium- Ass Caleium- 1 Calecium- L= 
konzentration e konzentration : konzentration = konzentration — 
im = im ; im = ' im ne 

e im Ultra- = _im Ultra- _ im Ultra- 2% os _ Ultra- <= 

Serum — ¢ijtrat = Serum sitrat = Serum filtrat = Serum  fijtrat = 
mgicem mgecem os mgeem mgceem >=S mgcem mg cem = mgeem mgeem c= 


0.130 0,068 52 0.144 0.087 60 0145 0.987 60 O167 0,088 53 
(0,208) 0104 50 (0.221) 0112 51 (0,222) 0,108 48 (0,243) O138 57 
(0.258) 0,135 53 (0,267) 0.149 52 (0,288) 0,176 61 


(0.298) O168 56 (0,311) 0.166 53 (0.512) 0165 53 (0,334) 0.216 67 
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such fihrte ich mit dem Blut von Hennen aus, bei welchen nicht ganz sicher 
war, ob alle nichtlegend waren. Aus den Zahlen der Tabelle VI geht hervor, 
daB die Konzentrationszunahme des ultrafiltrierbaren Calciums beinalhe 
parallel mit der Zunahme der gesamten Ca-Konzentration verliuft, d.h 
daB das zugesetzte Calcium sich auf die ultrafiltrierbare und kolloidale 
Fraktion in fast gleicher Menge verteilt, also in ahnlicher Weise wie es bei 
Saugetieren (Smith und Sternberger, loc.) der Fall ist. Diese Versuche 
mubten noch erginzt werden, man sollte namlich noch feststellen, ob nach 
der Zugabe in vitro von CaCl, sich im Hennenserum der Kolloid-Calcium 
Phosphorkomplex bildet. Um diese Frage zu beantworten, fiihrte ich mit 
Hiihnerblut (vom Schlachthot) ein dem = vorigen ahnliches Experiment 
durch und habe auBer Calcium noch die Phosphate analysiert. Wie man 
aus der Tabelle VII ersieht, vermindert sich mit der Zunahme der gesamten 
Ca-Konzentration die WKonzentration der ultrafiltierbaren Phosphate 
Dieses Experiment stimmt mit den Beobachtungen von Prull (l.oc.) an 
Saugetierblut (in vive) und denen von Scholtz! (in vitro) tiberein 


Tabelle VII. 
Untersuchung des Einflusses der in vitro zum Hennenserum 
zugesetzten CaCl,-Losung auf den Caleitum- und Phosphat 
zustand. 





Ca y 
Versuch ; im Ultra des _ im Ultra- des 
im Serum tiltrat ultrafiltrier- | ‘™ °erum filtrat ultrafilirier 
Nr. mg cem mg cem baren Ca mg.cem mg cem haren P 
31 0,131 0,072 5D 0,048 0,038 79 
(0,199) 0112 54 (0,044) 0,035 79 
(0,262) 0.146 56 (0,044) 0,922 a) 
(0,328) 0.196 60 (0,044) O.O16 36 


Wenn wir die Ergebnisse der Analysen des normalen Legehennen- 
blutes (Tabelle II] und IV) mit den Versuchen vergleichen, wo die 
CaCl,-Lésung in vitro zum Serum der nichtlegenden Hennen zugesetzt 
wurde (Tabelle VI und VII). so stellen wir folgendes fest: Obgleich in 
beiden Fallen wahrscheinlich der Kolloid-Calcium-Phosphorkomplex 
entsteht, so ist jedoch das Gleichgewicht zwischen den Ca-Fraktionen 
in beiden Fallen ein anderes: in vitro findet keine Requlierung des ultra- 
filtrierbaren Calciums statt. 


Ahnliche Versuche machte ich auch mit Legehennenblut, denn 
man konnte vermuten, daB das Calciumbindungsvermégen des Kolloids 
waihrend der Legezeit zunimmt. Wegen der Schwierigkeit, gréBere 
Mengen Legehennenblut zu erhalten, muBte ich mich auf ecinzelne 
Versuche mit Heparin versetztem Blutplasma eines Individuums 
beschrinken (Tabelle VIII). Als Kontrolle dienten die in’ der 
Tabelle IV beschriebenen Experimente. Die Blutplasmaverdiinnung 


1 HG. Scholtz, diese Zeitschr. 231, 135, 1931. 
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Tabelle VILL. 
Versuche ther das zwischen den Calciumfraktionen unter dem 
EinftluB der zum Hennenplasma in vitro zugesetzten CaCl, 
Lésung entstehende Gleichgewicht. 





Es wurde Nach Zusatz ven CaCl, 
Plasma Cacl, 
zugesetzt Ca 4 


Versuch 
Henne 





5 Ca , im im & im = = 
= ecm mg Ca . Ultra- sip Ultra- = 
= asma = Plasm: = 
> Plasma ‘ijtrat a ae | drat = 
Nr. Nr. cem)> mgeecm mg cem mgecem mg ecm = mgeem mgeem ° = 


49 383 10.9 0.200 0,045 0,25 0,92 (0,278) 01140 59 (0,040) 0,025 57 
48 345 11,0 0,190 0,074 0,50 1,84 (0,341) 0,170 50 (0.070) 0.037 53 
47 365 13,0 0,223 0,054 0.59 1,84 (0,359) 0.206 57 (0,052) 0,024 46 
46 333 12,0 0,203 0.040 1.00 3.67 (0.468) 0,326 70 (0.0387) 0.011 | 30 


hat auch hier 10°, nicht tiberschritten. Aus den Zahlen der 
Tabelle VIIL sehen wir, daBb die Konzentration des — ultrafiltrier- 
baren Calciums gleichzeitig mit der Zunahme der gesamten  Ca- 
Konzentration wachst und immer hoéher als) bei normalen Lege 
hennen ist. Diese Ergebnisse stimmen mit denen iiberein, die ich mit 
dem Blute der Nichtlegehennen erhalten habe. Die Zahlen, die den 
Zustand der Phosphate betreffen, haben in diesen Versuchen nur wenig 
Bedeutung, denn sie haben die Schwankungsbreite, die bei normalen 
Végeln gefunden wurde, nicht tiberschritten. 

AuBerdem habe ich noch an den Legehennen Versuche ausgefiihrt, 
um den Zustand des Ca nach intravenéser Injektion zu erforschen. 
Das Blut wurde 15 bis 20 Minuten nach der intravendsen CaCl,-Ein- 
fiihrung entnommen (Tabelle IX). Wahrend der Versuche 52 und 54 
habe ich vor der Ca-Injektion je 8cem Blut zur Analyse entnommen 


Tabelle IX. 


Versuche tiher das zwischen den Calctumfraktionen im Blut det 
Legehenne unter dem EinfluB von intravendoser Injektion von 
CaCl, entstehende Gleichgewicht. 





Fin- Ca P 
gespritzte 
Menge : i 
Versuch Henne bs wo mu I ll 0» des ; im hire. 0)|, des 
CaCl-Lsg. Plasma — gijtpa¢  ultratiltrier- Plasma tiltrat ultrafiltrier 
, ; r baren Ca baren P 
Nr Nr. cem mgecm mgecem mgeccem mg ecm 
50 440 2,0 0,247 0,098 40 0,052 0,028 54 
53 413 3.0 0.215 0,128 59 . — 
51 422 2.0 0,230 0,132 56 0,049 0.029 59 
ae - 0195 
59 az | ’ « 
52 197 20 0.230 0,122 53 0,026 0,015 38 
— 0,230 
4 9° | yee 
54 #23 (3.0 «0.287 0.112 890055002748 
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Wie man aus der Tabelle sieht, ist die Konzentration des ultra- 
filtrierbaren Calciums nach der CaCl,-Injektion immer héher als bei 
normalen Legehennen. Auf Grund der Versuche, welche in der 'la- 
belle VIIT und IX dargestellt sind, kénnen wir den Schlub ziehen, 
daps der Requliermechanismus des ultrafiltrierbaren Caleiums sogar bei 
Leqehennen im Blute selbst nicht existiert und zwar sowohl bei der intra- 
vendsen CaCl,-Einfiihrung sowie auch bei der Zugabe von Ca Cl,-Losung 
zum Blutplasma in vitro. 

Bei solchen Untersuchungen, wo die Versuchsresultate starken 
individuellen Schwankungen unterworfen sind, ist es, wie mir scheint, 
unbedingt notwendig, den richtigen Sachverhalt statistisch zu priifen 
Ich habe folgende Werte gefunden: 


Nichtlegende Hennen: 


Mittlerer Calctumgeha!t ' 0,135 mg cem, mittlere Abweichung @ OT, 
Variationskoeffizient « i 
Mittlerer Phosphatgehalt 0,029 mg ccm, @ OS. « 30.4. 


Legehennen: 


Mittlerer Calciumgehalt 0.208 mg cem,. @ OLO26. « 12.5. 
Mittlerer Phosphatgehalt 0,045 mg cem, @ O14, ¢ SOLO, 


Meine Untersuchungen habe ich an wenigen Hennen. d.h. an einet 
.Probepopulation” ausgefthrt ; man muB dann noch beweisen, mit welcher 
Wahrscheinlichkeit wir annehmen diirfen, daB die Resultate sich auf alle 
Hennen auf eine ..allgemeine Population’ anwenden lassen. Um diese 
Frage zu entscheiden, mub man die Zuverlassigkeitsgrenzen berechnen 
und zwar auf Grund folgender Formel: 

pd wmti<xcae<2 ut, 


wo 2 die Ditferenz zwischen Mittelwerten des Calciumyehaltes (Phosphate) 
bei den Lege- und Nichtlegehennen der Teilpopulation, s die Differenz 
dieser Mittelwerte bei der allgemeinen Population bedeutet. ¢ findet man 
in den Tabellen bei Fisher*, ” errechnet sich aus der Forme!: 

Yd? + Yd? ] l 


+—-}s 


Ny +n, — 2\n, Ny 


2 
| 


wo 2d? die Summe der Quadrate der Abweichungen des Calciumgehaltes 
(Phosphate) vom Mittelwert bei Legehennen und 2d? bei Nichtlegehennen, 


my, und ny Zahl der Versuche mit Lege- und Nichtlegehennen bedeutet. 
Fur Caleium habe ich « 0.00863 gefunden. Bei dem Zuverlassigkeits 


koeffizienten O.OL findet man 0,049 < s — 0.097. Wenn man also 100 Proben 
nimmt, dann schwanken die Differenzen der Caleiumwerte bei Lege- und 
Nichtlegehennen in 99 Fallen in den Grenzen 0.049 bis) 0.097 mg com. 
Fir Phosphor ergibt sich bei dem Zuverlassigkeitskoeffizienten 0.05) die 
Formel 0,002 < s < 0,030. Wie man sieht, sind die Phosphatdifferenzen 
viel weniger ausgesprochen und wahrscheintich. 


' Die einzelnen Mittelwerte sind aus allen von mir gemachten Analysen 


berechnet. 


* R. H. Fischer, Statistical methods for research workers. Kdin 
burgh 1925, 





teint 
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Zusammenstellung der Ergebnisse. 


1. In Ubereinstimmung mit friiheren Autoren wurde festgestellt. 
daB der Calciumgehalt im Blutplasma wahrend der Legetatigkeit 
wichst. Das Plasma der nichtlegenden Hennen enthalt durchschnittlich 
0.135, das der Legehennen 0,208 mg Ca pro Kubikzentimeter. 

2. Der Gehalt an anorganischem Phosphor im Plasma der Hennen 
wichst auch wahrend der Legetiatigkeit. Das Plasma der nichtlegenden 
Hennen enthalt durchschnittlich 0,029, das der Legehenne 0,045 mg P 
pro Kubikzentimeter. 

3. Die Konzentration des Calciums in Ultrafiltraten aus Serum 
und Plasma der Hennen ist gr6Ber als in Ultrafiltraten aus Rinderserum. 

4. Bei nichtlegenden Hennen ist fast der ganze im Plasma ent- 
haltene anorganische Phosphor ultrafiltrierbar, bei den Legehennen 
dagegen nur 50°... 

5. Die Konzentration des ultrafiltrierbaren Calciums im Plasma 
ist bei legenden und bei nichtlegenden Hennen gleich. 

6. Der ganze Uberschu8 an Calcium im Plasma der Legehennen 
ist nicht ultrafiltrierbar und bildet héchstwahrscheinlich einen Kolloid- 
Calcium-Phosphorkomplex. 

7. Nach Zusatz von CaCl, zum Plasma der Legehennen oder der 
nichtlegenden Hennen steigt die Konzentration des ultrafiltrierbaren 
Caleiums annihernd dem Gesamtcalcium proportional. 

8. Nach intravenésem Einfiihren von CaCl, steigt die Konzen- 
tration des ultrafiltrierbaren Calciums im Blute der Legehenne. 

9. Die Konzentration des ultrafiltrierbaren Calciums im Blute der 
normalen Hennen hat sich als unabhangig von der Periode der Ge- 
schlechtstatigkeit und damit verbundenen Anderungen in der Gesamt- 
calciumkonzentration erwiesen. Die Regulation des ultrafiltrierbaren 
Calciums kommt nur unter den normalen Lebensbedingungen der Lege- 
henne vor. Sowohl nach Einfiihrung von CaCl, direkt ins Blut wie auch 
nach Zusatz von CaCl, zum Plasma in vitro tritt eine solche Regu- 
lation nicht auf. 
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Uberfiihrung 
der synthetischen Glycerinsiure-mono-phosphorsaure in 
Brenztraubensiure mittels Hefe und Milehsiurebakterien. 


Von 
Carl Neuberg und Maria Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Im Hinblick auf physiologische Fragestellungen haben vor einigen 
Jahren Neuberg, Weinmann und Vogt! die Glycerinsiure-mono-phosphor- 
saure synthetisch bereitet. Seitdem hat diese Verbindung ein erhéhtes 
biochemisches Interesse erlangt. Zunachst stiels Nilsson? auf cine mit 
der synthetischen Verbindung vermutlich identische Substanz, als er 
unter besonderen Bedingungen Hefe auf Zymodiphosphat einwirken 
lie3. Namentlich aber fanden Embden, Deuticke und Krajft® jiingst einen 
wahrscheinlich wiederum mit unserem Material iibereinstimmenden 
oder nahe verwandten Kérper bei ihren besonders ergebnisreichen 
Untersuchungen, die den Umsatz von Hexose-di-phosphat im Muskel 
bei Gegenwart von Lactat, Oxalat oder Fluorid betreffen. 

Schon in unseren friiheren Mitteilungen war auch iiber das Ver- 
halten der synthetischen Phospho-glycerinsiure gegeniiber Enzymen 
berichtet. Wir hatten gezeigt?, dafS die Phosphatase der Niere sowie 
Pilzphosphatase die Verbindung leicht zerlegten im Gegensatz zu Mineral- 
siuren, denen gegeniiber die Phospho-glycerinsiure die schon damals 
beschriebene hohe Bestandigkeit aufweist. Als Produkt der enzymati- 
schen Hydrolyse war seinerzeit die Glycerinsiure aufgefunden; es 
handelte sich demnach um eine rein phosphatatische Spaltung durch 
die angewandten Fermente. Anders verliuft die Umsetzung der 
Phospho-glycerinsiure mit frischer Hefe (in Gegenwart von ‘Toluol), 
also mit Praparaten, in denen ein mehr oder minder vollstandiges 
zymatisches System enthalten ist. Es entsteht die Brenztraubensdure. 
Diese Umwandlung der Glycerinsiure-phosphorsaure  vollzieht sich 
unter ganz denselben Bedingungen. unter denen wir friiher die Aufteil- 
barkeit des Zymo-di-phosphats in aquimolekulare Mengen Brenz- 
traubensiure und Glycerin entdeckt hatten#. Es wire also gerade 


1 ('. Neuberg, F. Weinmann u. M. Vogt. diese Zeitschr. 199, 248, 192s; 
Mf. Vogt, ebenda 211, 1, 1929. 

2 R. Nilsson, Ark. f. Kemi, Mineralogi och Geologie 10 A. 121, 1930. 

3G. Embden, H. J. Deuticke u.G. Kraft, Klin. Wochenschr. 12, 213,1933. 

40. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 216, 498, 1929; 219. 490, 1930. 
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im Hinblick auf die erwahnten Befunde von Embden und Mitarbeitern 
zu erwagen, ob auch bei jener von uns durchgefiihrten Zerlegung des 
Hexose-di-phosphats in  Phosphorséure, Glycerin und Brenztrauben- 
siure Phospho-glycerinsiure neben Glyvcerin-phosphorsaure intermediar 
auftritt, indem Phosphorsaure zunachst mit den primaren Reaktions- 
produkten verbunden ist und dann durch weitere Umsetzungen 
von ihnen abgelést wird. 

Die hier beschriebene Umwandlung der synthetischen Glycerin- 
saure-mono-phosphorsaure haben wir bei einem Anfangs-pu von 6,6 
vorgenommen, und das erklart, warum sich Brenztraubensaure anhauft : 
denn bei dieser H-lonenkonzentration ist die Carboxylase stark gehemmt. 
Im Lichte dieses neuen Befundes kénnen nun auch altere Beobachtungen 
wohl eine Deutung finden. Friiher hatten C. Newberg und Tir bemerkt ?, 
da Glycerinsiiure mit Hefe eine unsichere Garung zeigt: A. 0. Lebedew? 
hatte sodann angegeben, daB Glycerinsiure dabei unter Bildung von 
Acetaldehyd vergoren wird; dieses Verhalten tritt aber nicht stets 
zutage, und eine Erklarung dafiir ist vielleicht in der bekanntermaBen 
wechselnden Zusammensetzung des Enzymsystems der Hefen zu suchen. 
Da®B cine Spaltung der Glycerinsiure unter Entwicklung von <Acet- 
aldehyd méglich ist, wird durch verschiedene Befunde belegt?. Bei 
der jetzt mitgeteilten Untersuchung der phosphorylierten | Glycerin- 
siiure isolieren wir gleichfalls neben der angehauften Brenztraubensaure 
etwas .cetaldehyd und deuten seine Entstehung als Wirkung det 
nicht vollig auBer Funktion gesetzten Carboxvlase. 

Unter unseren Versuchsbedingungen wurde in Abwesenheit von 
Toluol keine Brenztraubensaure angereichert, wohl aber vollzog sich 
—-wie in den erwahnten Versuchen von Neuberg, Weinmann und Vogt - 
eine rein hydrolytische Dephosphorylierung, und diese erfolgte auch 
in Gegenwart von Toluol neben der erwahnten Brenztraubensaure- 
bildung. 

Abgesehen von der Acetaldehyd-entstehung ist der Verlauf der 
Reaktion grundsatzlich der gleiche, wenn die synthetische Phospho- 
glycerinsiure statt mit Hefe mit B. Delbriicki in Beriihrung tritt. Das 
kann nicht iiberraschen, da ja alkoholische Zuckerspaltung und Milch- 
siuregirung so viele Ahnlichkeiten bei den bis zur Bildung von Cz- 
Kérpern fiihrenden Vorgangen aufweisen. Bei den Milchsiurebazillen 4 

1’. Neuberg u. L. Tir, diese Zeitschr. 32, 323, 1911. 

> tov. Lebedew, Ber. 47, 660, 965, 1914. 

3K. Nagai, diese Zeitschr. 141, 266, 1923; W.C. Graaf u. A.J. 
Le Févre, ebenda 156, 313, 1925. 

' Auch das Termobacterium mobile, das. wie wir gezeigt haben. Zucker 
mit Hilfe ahnlicher Teilenzyme abbaut. wie Hefe, spaltet Phospho- 
glycerinsaure in H,PO, und Brenztraubensaéure; von letzterer wird ein 
kleiner Teil carboxylatisch zerlegt. 
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war im Gegensatz zu den Versuchen mit Hefe bei der gewahlten 
Versuchsanordnung die Ansammlung von Brenztraubensaure geringer : 
ihre Menge sank bei langerer Versuchsdauer wieder ab. Die Bildung 
der Brenztraubensiure aus Phospho-glycerinsiure hat nichts mit der 
Entstehung von Pyruvinat aus Lactat' zu tun.  Glycerinsaure, 
C,H,O, (1), und Brenztraubensiure, C,H,O, (11), stellen die gleiche 
Oxydationsstufe in der 3-Kohlenstoffreihe dar, und der Zusammenhang 
wird durch die Schreibweise : 


I. CHLOH) CHOH COOH Il. CH, COH COOH 


besonders deutlich. 


Der Chergang der Gruppe CHOH CHOH © in die Anordnung 
CH, CO ist oft beobachtet, er findet bei vielen Reaktionen, 
insbesondere auch der Glycerinsiure und ihrer Abkémmlinge, statt ?. 
Er ist ferner bei Umsetzungen von Verbindungen, die dem ‘Typus 
CHNH, CHNH, , CHNH, CHOH . CHNH, CHSH 
angehoéren, unter Bedingungen festgestellt, unter denen man die Ent- 
stehung der Glykolform erwarten konnte*. Im besonderen Falle der 
Glycerinsaure (phosphoryliert) — Brenztraubensaure erinnert der Vorgang 
gewissermaBen an die Fumarsiurewirkung, soweit diese umkehrbar ist. 
Dab anorganische Sauren, mit denen wohl zunachst eine Veresterung 
erfolgt*, die Umlagerung erleichtern, weiB man von den speziellen 
Bildungsweisen der Brenztraubensiure her, die mit H,SO, oder H,PO, 
ja praparativ aus Glycerinsaiure® oder Weinséiure, d. i. Carboxy-glycerin- 
siure, gewonnen wird. Im AnschluB an diese Darlegungen sei auf 
einen zunachst nur formalen Zusammenhang der Glycerinsiure-mono- 
phosphorsdure mit einem anderen wichtigen Naturstoff, der Serin-phos- 
phorsaure®, verwiesen: die Beziehung beider Substanzen zueinander 
ist analog der von Adenosin- zu Inosin-phosphorsaure. Das die Ein- 
fiigung eines Phosphorsiéure-restes an sich sehr stabile Substanzen 
auch biologisch leicht angreifbar macht, ist eine alte Erfahrung’. 


1 E. Simon, diese Zeitsehr. 245, 488, 1932. 

2 C'. Neuberg u. B. Rewald, ebenda 67, 127, 1914; 71, 158, 1915: C. New- 
berg u. O. Rubin, ebenda 67, 77, 1914: C. Neuberg, ebenda 67, 59, 1914. 

3 Beilstein, UV. Autl., 3. 608, 1921: ferner besonders J. Bergmann, 
A. Miekeleyu. E. Kann, H. 146, 247, 1925 und spatere Arbeiten: auBerdem 
F. Bettzieche, H. 150, 180, 1925; S. u. TV. Posternak, C. r. UST, 313, 1928; 
H. Wieland, Ann. 486, 248, 1924: O. Riesser, H. 196. 202. 1931; 4. Hoff 
meister, H. 205. 183. 1932. 

44. Wohl u. C. Neuberq, Ber. 32, 3488, 1899. 

5 W. Moldenhauer, Ann. 131. 323, 1864. 

6 FLA. Lipmann u. P. A. Levene, J. of biol. Chem. 98, Log, 1932; 
val. auch S. u. 7’. Posternak (1. ¢.). 

7 Vel. hierzu H. Pringsheim, diese Zeitschr. 156, 113, 1925. 
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26g Mono-bariumsalz der Glycerinséure-mono-phosphorsaure, dar- 
gestellt nach Neuberg, Weinmann und Vogt (a. a. O.), wurden unter Zugabe 
von 60 cem 50 °oiger Essigsiiture mit Wasser auf ein Volumen von 360 ccm 
gebracht; durch kraftiges Umschiitteln wurde die Auflésung beférdert 
und durch Zentrifugieren eine geringe Triibung beseitigt. 345 ccm des 
Zentrifugats wurden mit 141 cem 10 %iger Natriumsulfatlésung, 36,4 ccm 
33% iger Natronlauge und 52,6ccm Wasser versetzt (Gesamtvolumen 
575 cem), kraftig umgeschiittelt und zentrifugiert. Die so erhaltene Natrium- 
salzlésung, die ein pq von 6,6 hatte und pro Kubikzentimeter 0,051 mg 
anorganischen Phosphor enthielt, diente als Substrat fiir die im folgenden 
beschriebenen Versuche. Der Gehalt der Lésung an C,;Hs;0,;,P Na, war 
2,72%. Als Fermentmaterial wurden Sinner-Hefe sowie frisch geziichtete 
und abzentrifugierte Massenkulturen des B. Delbriicki verwendet. 


Ansdtze. 
I. 300cem 2,72 %ige Lésung von glycerinséure-mono-phosphorsaurem 
Natrium, 
30 ¢ frische Sinner-Hete. 
12cem Toluol. 
Gesamtvolumen ohne Toluol 330 ccm; Konzentration an (.,H,;O;P Na, 
2,473 %. 
II. 230cem 2,72% ige Losung von glycerinséure-mono-phosphorsaurem 
Natrium, 
23 ¢ frische, feuchte Bakterien Delbriicki, 
10 cem Toluol. 
Gesamtvolumen ohne Toluol 253 cem; Konzentration an C,H,O;P Na, 
2,473 %. 
Lil. Vergleichsversuch. 
50 cem Wasser, 
5g frische Sinner-Hefe, 
2cem Toluol. 
IV. Vergleichsversuch. 
50 cem Wasser, 
5g frische Bakterien Delbriicki., 
2ecem Toluol. 


Zu Beginn und den in der Tabelle | angegebenen Zeiten wurden Proben 
der Versuchsgemische entnommen und mit Trichloressigsdure enteiweilst ; 
in den klar filtrierten Lésungen erfolgte die Bestimmung des Gehalts an 
anorganischem Phosphat und von Brenztraubenséure. Die Phosphor- 
analysen wurden kolorimetrisch ausgefiihrt, die Priifung auf Brenztrauben- 
sdure geschah in der von uns wiederholt beschriebenen Weise durch Fallung 
mit 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin. Nach 3 Tagen wurde aus einem Teil 
der Versuchsgemische I und IL die in reichlichen Mengen  gebildete 
Brenztraubensaure isoliert. 150 cem von Ansatz | und 100 ccm von Ansatz I] 
wurden je mit dem halben Volumen 10 © iger Trichloressigsiure enteiweibt, 
zentrifugiert und filtriert. 187.5cem des Trichloressigsaurefiltrats von 
Ansatz | (= 125cem Urlésung) und 126ccm des enteiweifiten Filtrats 
von Ansatz Il (= 84ecm Urlésung) wurden mit 1,0 bzw. 0.5 g 2, 4-Di- 
nitrophenylhydrazin, gelést in 2n Salzséiure, versetzt; die gebildeten 
Niederschlige wurden nach zweistiindigem Stehen in der Kalte abzentri- 
fugiert und mit verdiinnter Salzsiiture und Wasser gewaschen. Ausbeute 
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1,13 baw. 0.45 ¢ Hydrazon. Zur Reinigung wurde die triher von uns emp 
fohlene und bewahrt befundene Methode der Umfallung des Brenztrauben 
saiure-2, 4-di-nitrophenylhydrazons aus Sodal6sung benutzt. Die Roh 
produkte wurden in molarer Sodalésung gelOst und von dem Ungelésten 
(0,09 bzw. 0,005 ¢) abzentrifugiert; die dunkelbraun gefarbten Lésungen 
wurden mit 2n Salzséure angesiuert. Das nunmehr gewonnene, bereits 
reine Brenztraubensaure-2, 4-di-nitrophenyvlhydrazon, dessen Menge aus 
125cem Ansatz 1 1,02 g, aus 84cem Ansatz Il 0,41 ¢ ausmachte, wurde 
zur Analyse aus Essigester umkristallisiert und analysiert. F. 222° (korr 


i nal yse nH. 


4.693 me Substanz | gaben 6,972 mg CO, und 1,260 mg H,O. 


4.626 .. 1] » 6007. CQ, . 828900 . 8,0, 
ae .. es l si 0.463 com N, (20°, 765mm, 50° KOT 
2,543 .. = iT . O400 . Me (20, 768 ., . B% EOR). 
C,H,O,N,. Ber.: C = 40,29%, H 3.01%, N 20,90 °%) 3 
(268,15) gef. I: ( 40,53 %, H 3,00 %. N 21,04 %: 
get. I]: ¢ 40.50°.. H 2,98 %. N 21,09 °,. 


Der in Soda unlésliche Anteil der aus dem Hefenversuch (1) erhaltenen 
2, 4-Di-nitrophenylhydrazonfallung (0,09 g) bestand aus Acetaldehyd 
2, 4-di-nitrophenylhydrazon. Es wurde durch Erhitzen mit verdiinnter 
Schwefelséure gespalten?, der Acetaldehyd tiberdestilliert und identifiziert 
durch die Farbreaktion mit Nitroprussidnatrium-Piperidin sowie dureh 
erneute Ausfallung als 2, 4-Di-nitrophenylhyvdrazon vom Schmelzpunkt 165° 
(korr.). 

Nach 4 Tagen aufgearbeitete Versuchsanteile lieferten aus den gleichen 
Mengen Versuchslésungen wie nach 3 Tagen (125 bzw. 84 cem) 1,12 bzw. 
O11 ¢ reines Brenztraubenséure-2, 4-di-nitrophenylhydrazon. 


Tabelle I. 
Milligramm anorganisch gebundener Phosphor pro’ Kubik- 
zentimeter Versuchslésung. 





l II Ill I\ 
Zu Beginn . . ee 0,143 0,192 0.015 0,128 
Nach 2 Tagen ‘ 1.515 3,022 0,244 0,382 
. ee ee 1.886 3.310 0.287 0.404 
—— e 1.961 3.575 0.314 0.402 


Tabelle II. 


Aus organischer Bindung abgespaltener Phosphor pro Kubik- 
zentimeter Versuchslésung. 





I I] Il IV 
TT. ar pe 1,743 3.118 0,272 0,276 
|" ee ae 1,818 3.383 0.299 0,276 


1 Vol. H. Collatz u. J. St. Newberg. diese Zeitschr. 255, 28, 1982. 
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Tabelle I11. 


Aus Glycerinsaure-mono-phosphorsaure-ester abgespaltene 
Phosphor in Gramm. 





: In 125 c¢em Ver- In 84cem Ver 
In 100cem Versuchslésung suchslisung suchslisung 
I II I I] 
in 3 Tee . ws 0,1471 02842 0,1839 02387 
. 4 * — ays 0.1519 03107 0.1899 0.2610 


Nach den in Tabelle | verzeichneten analytischen Bestimmungen des 
anorganisch gebundenen Phosphors und der daraus berechneten in Tabelle LI 
angegebenen Abspaltung von Phosphor aus organischer Bindung erhalt 


man durch Subtraktion der in den Vergleichsversuchen [II] und IV 
gefundenen Zahlen fiir die unspezifische Phosphorabspaltung die aus 


Tabelle LIL zu ersehende Menge des in den Versuchsgemischen [| und II 
aus Glycerinséure-mono-phosphorsaure-ester in 3 bzw. 4 Tagen abgespaltenen 
Phosphors. Da die Anfangskonzentration der Versuchslésungen [| und II 
an ©,;H,O,P Nag 2,473 %) betrug, enthielten 100 cem Versuchslésung 0,3336 g 
Phospho-glycerinséure-P. Es hatte also das Substrat in dem Hefenversuch | 
nach 3 Tagen 44,09, nach 4 Tagen 45,53 °, und in dem Bakterienversuch I] 
nach 3 Tagen 85,19, nach 4 Tagen 93,139 der organisch gebunden ge- 
wesenen Phosphorsaiure verloren. Diesen abgespaltenen Phosphorsdure- 
mengen sind fiir 125cem Versuchsl6sung | (der zur Isolierung von Brenz- 
traubensaure benutzten Menge) 1,588 bzw. 1,640 g¢ und fiir 84 cem Versuchs- 
lésung IL 2,061 bzw. 2,254 g¢ Brenztraubensaure-2, 4-di-nitrophenylhydrazon 
aquivalent. Die Ausbeute an Brenztraubensaure-2, 4-di-nitrophenylhydrazon 
betrug aber in dem Hefenversuch I aus 125 cem 1,02 ¢ nach 3 Tagen bzw. 
1.12 g¢ nach 4 Tagen und in dem Bakterienversuch Il aus 84c¢em 0,41 ¢ 
nach 3 Tagen baw. 0,11 g nach 4 Tagen: von der insgesamt dephosphory- 
lierten Phospho-glycerinsiure waren also durch Fermente der Hefe 64,23 % 
(nach 3 Tagen) bzw. 68,29°,) (nach 4 Tagen), durch B. Delbriicki nur 
19,90 % (nach 3 Tagen) bzw. 4,88°, (nach 4 Tagen) in Brenztraubensiiure 
und Phosphorséure zerlegt. Es ist also mehr Phosphorsaure abgespalten, 
als der abgeschiedenen Brenztraubensaure aquivalent ist. Daraus dart man 
wohl schlieBen (zum mindesten im Falle der Hefe), dab nebenher die 
Glycerinséure-mono-phosphorsaéure teilweise einfach zu ihren Komponenten 
hydrolysiert wird. Ob in dem Bakterienversuch, in dem bei langerer Ver- 
suchsdauer ein Schwund der erst gebildeten Brenztraubensiure beobachtet 
werden konnte, eine Milchséurebildung (vgl. die Befunde Embdens u. s. 
Mitarbeiter an Muskulatur) oder andere Veranderung der Brenztrauben- 
siure stattfindet, muB noch untersucht werden, ebenso wie die Méglich- 
keit, fertige Glycerinaldehyd-phosphorséiure ohne Dephosphorylierung 
zu dismutieren. Beziiglich der Ausbeute an Brenztraubensaure ist Jeden- 
falls folgendes zu beachten: Das Ausgangsmaterial ist vielleicht nicht 
einheitlich, es kénnte «- und /}-Verbindung nebeneinander enthalten: vor 
allem aber besteht es aus Racemké6rper. 


Nachschrift bei der Korrektur. Uber die vorstehend geschilderten 
Ergebnisse ist am 17. Marz gelegentlich einer Diskussion zu einem Vor 
trage G. Embdens vor der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft berichtet. 
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Uber die Anwendbarkeit der Orcinreaktion zur Bestimmung 
der Art und Menge von Kohlenhydratgruppen in Eiweibstoffen'. 


Von 
Margrethe Sérensen und G. Haugaard. 
(Eingegangen am 20. Februar 1933.) 
Mit 21 Abbildungen im Text. 


Beiden inden letzten Jahren im Carlsberg- Laboratorium begonnenen 
und standig fortgesetzten Untersuchungen iiber die Fraktionierung von 
Proteinen® ist es von Bedeutung, dem Verlauf der Fraktionierung 
folgen und die einzelnen Fraktionen charakterisieren zu kénnen durch 
die Bestimmung von dazu geeigneten Stoffen oder Stoffgruppen, die 
als Bestandteil einer oder mehrerer Komponenten des betreffenden 
Proteins auftreten. So hat man bei Fraktionierungsversuchen mit 
Casein und Gliadin sowie mit einigen Blutproteinen zur Charakteri- 
sicrung der verschiedenen Fraktionen deren Tryptophan- und ‘Tyrosin- 
gehalt heranzuziehen versucht, da diese Substanzen verhaltnismiabig 
leicht durch kolorimetrische Methoden bestimmt werden kénnen. 
Ebenso hat man bei der Caseinfraktionierung den Phosphorgehalt 
oder richtiger das Verhaltnis zwischen Phosphor- und Stickstoffgehalt 
der Fraktionen als vortreffliches Fraktionscharakteristikum benutzt. 

Da beinahe alle EiweiBstoffe, selbst nach besonders sorgfaltiger 
teinigung, die Reaktion von .Wolisch geben, hat man schon lange ge- 
wuBt, daB auf jeden Fall viele Proteinstoffe eine oder mehrere Kohlen- 
hydratgruppen als integrierenden Bestandteil des Proteinmolekiils ent- 
halten miissen. Wir haben daher die Méglichkeit untersucht, auch den 
Kohlenhydratgehalt zur Charakterisierung von Proteinfraktionen heran- 
zuziehen. 


' Wird gleichzeitig hiermit in danischer und englischer Sprache in den 
Comptes rend. du Laboratoire Carlsberg verOffentlicht. 

2 Siehe z. B. AK. Linderstrem-Lang, Zeitschr. f. physiol. Chem. 176, 76, 
1928; C.r. Lab. Carlsberg 17, Nr. 9. 1928; G. Haugaard u. Arnold H. Johnson, 
ebenda IS, Nr. 2, 1929; S. P. L. Serensen u. Margrethe Serensen, ehbenda 1, 
Nr. 11, 1932; diese Zeitschr. 258, 16. 1933. 
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Die von verschiedenen Forschern versuchte! hydrolytische Spaltung 
von mehr oder weniger gereinigten Proteinen und Isolierung der im 
Hydrolysat aufzufindenden Kohlenhydrate hat das Vorhandensein 
von Mannose und Galaktose und eventuell noch anderen Kohlen- 
hydraten in verschiedenen Proteinstoffen ergeben. Sowohl die Hydrolyse 
als die Isolierung der betreffenden Kohlenhydrate fiihren jedoch be- 
trachtliche Verluste mit sich, und es ist dieses sehr umstandliche Ver- 
fahren daher kaum zu quantitativen Bestimmungen brauchbar. 


Zum qualitativen Nachweis von Kohlenhydraten benutzt man schon 
seit langem eine Reihe von Farbenreaktionen, vor allen Dingen die bekannte 
z-Naphtholreaktion von Molisch, doch erst in den letzten Jahren ist es 
velungen, einige dieser Farbenreaktionen zu brauchbaren Methoden quanti- 
tativer Bestimmung auszubilden. 7. Dische hat dieses Problem vor allen 
bearbeitet und im Jahre 1926 zusammen mit H. Popper? iiber eine quanti- 
tative kolorimetrische Methode (Indol oder Skatol mit Schwefelsaure ) 
berichtet. Spater® hat er eine Reihe anderer kolorimetrischer Bestimmungs- 
methoden durchgearbeitet (x-Naphthol, Diphenylamin, Phloroglucin mit 
Salzsiure oder Schwefelsiure) und hat in einem Sammelreterat* eine 
ausgezeichnete Ubersicht tiber die dieses Problem behandelnde Literati 
gegeben. Auch J. Tillmans und K. Philippi® haben einige Farbenreaktionen 
zum Kohlenhydratnachweis durchgearbeitet und ziehen die Reaktion mit 
Thymol und Schwefelsiure oder Orcin und Schwefelsiure den anderen 
Verfahren vor. Sie benutzen diese beiden Reaktionen zur Bestimmung 
des Kohlenhydratgehaltes verschiedener Proteine. Spater haben Cl. Ri- 
mington® und B. Lustig und seine Mitarbeiter? die Orcinmethode von T7l/- 
mans und Philippi zur quantitativen Bestimmung des Kohlenhydrat 
gehaltes der Serumproteine und deren Fraktionen unter normalen und 
pathologischen Verhaltnissen verwendet. 

Bei den erwahnten Methoden zur quantitativen Bestimmung des 
Kohlenhydratgehaltes von Proteinen hat man sich der gew6hnlichen 
kolorimetrischen Messungsmethoden bedient und als Vergleichsfliissig- 
keit in den meisten Fallen Glucoselésungen benutzt, auch wenn es sich 
um die Bestimmung anderer Kohlenhydrate handelte. Wir haben 
unter den vorliegenden Methoden das Orcinverfahren als das fiir unsere 
Zwecke bestgeeignete ausgewahlt und haben dessen Brauchbarkeit 
und Genauigkeit auf verschiedene Weise zu verbessern gesucht: durch 


‘OS. Frankel u. C. Jellinek, diese Zeitschr. 185, 392, 1927: P. A. Levene 
u. 7. Mori, J. of biol. Chem. S84, 49, 1929; H. Bierry, C. r. Biol. 99, 1837, 
1928; 101, 1066, 1929; C. r. Acad. Sciences 192, 240, 1931; Cl. Rimington, 
Biochem. J. 23, 430, 1929; 25, 1062, 1931. 

* Z. Dische u. H. Popper, diese Zeitschr. 175, 371, 1926. 

3 Z, Dische, Mikrochem. 1, 33, 1929. 

' Z. Dische. Mikrochem,. 10, 129, 1931. 

5 J. Tillmansu. K. Philippi, diese Zeitschr. 215, 36, 1929. 

6 Claude Rimington, Biochem. J. 25, 1062, 1931. 

7 B. Lustig u. P. Haas, diese Zeitschr. 281, 487, 1931: B. Lustig, 
ebenda 2388, 317, 1931; B. Lustig u. A. Langer, ebenda 242, 320, 1931. 
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Anwendung des Stufenphotometers statt der gewohnlichen Kolorimeter, 
durch Anwendung von Vergleichsfliissigkeiten, die das gleiche Kohlen- 
hydrat enthielten wie das im Protein vermutete, und durch Einfiihrung 
von Zeitkurven zur Charakterisierung der Reaktionsgeschwindigkeit 
der verschiedenen Kohlenhydrate unter genau festgelegten Versuchs 
bedingungen. 

A. Die Orcinreaktion. 


Tillmans und Philippi beschreiben die Reaktion folgendermaben 


Zu licem Schwefelsiure (9cem konz. Schwefelséiure 6 com Wasser) 
werden 0,5cem 2%iger Oreinlésung [2g krist. Orein in 100 cem verd 
Schwefelsaure (1 3)} und Lcem Proteinlosung gesetzt; nach Umschiitteln 


wird 10 bis 12 Minuten auf dem lebhaft kochenden Wasserbad erwarmt. 
Nach Abkiihlen auf Zimmertemperatur wird mit der Reaktionsschwefel 
siure auf 50 cem aufgefiillt und die Farbe der Lésung in einem WKolorimeter 
(Hehners Zylinder) mit der einer ganz ebenso behandelten GlucoselOsung 
(leem einer 0,04- bis 0,01 °oigen Lésung) verglichen. 

Bei unseren ersten Versuchen haben wir genau nach den Angaben 
von Tillmans und Philippi gearbeitet, jedoch an Stelle eines gewéhn- 
lichen Kolorimeters ein Stufenphotometer nach Pulfrich! benutzt. Im 
Stufenphotometer bestimmt man die Farbstarke einer Reihe wie oben 
behandelter Glucoselésungen bekannter Konzentration?, indem man 
die Extinktion mit einem bestimmten Farbenfilter gegen Kompen 
sationslésungen mibt, welche die gleichen Stoffe enthalten wie die 
Analyse, mit Ausnahme von Orcin, und welche ganz ebenso behandelt 
worden sind. Die Extinktion # ist gleich log /, 7, wobei J, und J die 
Intensitat des Lichtes, das die Kompensationslésung passiert hat, bzw. 
die Intensitat des Lichtes, das die gefarbte Lésung passiert hat, be- 
zeichnen. Wenn die Reaktion dem Lambert-Beerschen Gesetz folgt, 
so ist # proportional der Konzentration und Schichtdicke. Benutzt 
man immer dieselbe Kiivette, setzt man den einen Trommelwert 104), 
und bezeichnet man den von der anderen Trommel abgelesenen Wert 
mit a, so ist FH = 2-~ loga. 

Wenn die Extinktionswerte in einem Koordinatensystem gegen 
die Glucosekonzentration abgesetzt werden, so miissen sie daher auf 
einer im Nullpunkt entspringenden Geraden liegen. Wie Abb. 6 zeigt. 
liegen sie bei nicht zu hohen Glucosekonzentrationen tatsdchlich auf 

' Das Stufenphotometer und dessen Anwendung ist beschrieben in 
den ,,Monographien aus dem Gesamtgebiete der Mikrochemie I. Stufen 
photometrische Absorptionsbestimmungen in der medizinischen Chemie” 
von Carl Urbach. 

2 Da das zur Messung im Stufenphotometer erforderliche Lésungs- 
volumen nur etwa 15cem ist, kann man die Farbstarke der unverdiinnten 
Lésungen und somit kleinere Kohlenhyvdratmengen bestimmen, wenn man 
die zugesetzten Reagenzien sorgfaltig abmibt. 


i7* 
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einer Geraden, welche jedoch nicht durch den Nullpunkt geht, da die 
Mischung von Orcin und Schwefelsiure eine schwach gelbe Eigenfarbe 
hat. Beriicksichtigt man die auf die Eigenfarbe zuriickzufiihrende 


Extinktion, so sind die E-Werte der Glucosekonzentration proportional. 
Wird ein anderer Stoff in gleicher Weise behandelt und dessen Extink- 
tion gemessen, so kann der gefundene Wert in die Glucosekurve ein- 
gesetzt und der Kohlenhydratgehalt des Stoffes, berechnet als Glucose, 
direkt abgelesen werden. Bei Versuchen, auf diesem Wege den Kohlen- 
hydratgehalt von EiweiBstoffen zu bestimmen, zeigten sich jedoch 
so groBe Unterschiede im Farbton, daB wir die Reaktionsverhaltnisse 
und besonders das Verhalten der verschiedenen reinen Kohlenhydrate 
genauer untersuchen zu miissen meinten. 


Einflug der Temperatur, 


Beim Erwarmen mit der ziemlich starken Schwefelsdiure farben 
sich die Proteinlésungen gelb. Um diese MiBfarbung soweit wie méglich 
zu unterdriicken, wurde die Erwirmung nicht auf einem kochenden, 
sondern in einem auf 80 bis 81° gehaltenen Wasserbad vorgenommen. 
Bei dieser Temperatur kann die Orcinfarbe im Laufe von 10 bis 30 Mi- 
nuten hervorgerufen werden. Wir versuchten, die Temperatur noch 
mehr herunterzusetzen — bis auf 45° doch verlauft die Reaktion 
dann so langsam (sie dauert einige Tage), das sie praktisch undurch- 
fiihrbar wird. Um zu sehen, wie groB der EinfluB von Variationen der 
gewahlten Reaktionstemperatur (80°) war, wurde folgender Versuch 
angestellt: Fiinf Proben von je 1 cem 0,02 °,iger Mannoselésung wurden 
mit 2 cem 2°(iger Orcinlésung! und 15 ccm Schwefelséure (6 Volumen 
konz. Schwefelsiure + 4 Volumen Wasser) versetzt und 20 Minuten 
bei verschiedener Temperatur gehalten. Die Messung im Stufenphoto- 
meter gab das auf Abb. 1 graphisch wiedergegebene Resultat. 











100 
| 1 Nr. Temperatur FE (Farbfilter s 53) 
f 
7 | | | | pam ; 
= ee ee 1 709 0,648 
— 2 75° 0.668 
al i 80° 0,692 
Ss vt wv wt wT @ 4 85° 0.729 
Abb. 1. a) gn” 0.757 


' Tillmans u. Philippi geben eine 2 °gige Lésung von Orcin in verdiinnter 
Schwefelséure (1 + 3) an. Es ist uns nie gelungen, eine solche Lésung am 
Kristallisieren zu hindern. Lést man dagegen 2 g Orcin in 50 cem Wasser 
und setzt dazu eine abgekiihlte Mischung von 20cem konz. Schwetfel- 
siure und 30cem Wasser, so ist die Lésung haltbar. Enthalt sie noch 
wesentlich weniger Schwefelséure, so wird sie beim Stehen in zerstreutem 
Tageslicht schnell rot. 
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Die Temperaturkurve ist eine schwach steigende Gerade. Eine 
Temperaturerh6hung von 20° gibt eine Verschiebung der Extinktion 
von 0,109, und eine Variation der Temperatur von !, bis 1° ist daher 
bedeutungslos. 

Die MiBfarbung, die auch bei der gewaihlten Temperatur von S0 
bis 81° bei Anwendung von Proteinlésungen auftritt, kann man als 
eliminiert ansehen dadurch, daB bei der Messung im Stufenphotometer 
immer Kompensationslésungen verwendet werden, die auBer Orcin 
alle Bestandteile der Analyse enthalten. 


Einflup der Orcinkonzentration. 


Der EinfluB der Orcinkonzentration, bestimmt in Versuchen mit 
Glucose und Mannose, geht aus den in Tabelle I zusammengestellten 
Versuchen hervor, deren Resultat auf Abb. 2 graphisch wiedergegeben ist. 


Ta bel le I. 








y . Verdiinnte Starke 
Versuch 0,9 com 2 °/oige Schwefelsdure Schwefelsiure k 
0,049 oiges Oreinlésung (1 +4) (6 + 4) (S 32) 
Kohlenhydrat 
Nr. : ecm ecm ecm 
l Glucose 0.5 20 15 0.415 
2 _ 1.0 1.5 _ 0,569 
3 - 1.5 1.0 0,636 
4 ‘ 20 O05 0.670 
5 - 2.5 0 0,692 
6 Mannose 05 2.0 0.875 
7 — 1.0 1.5 0.868 
~ 1.5 1.0 0,853 
g — 2.0 0.5 0.777 
10 m 25 0 - 0.747 
Alle Proben wurden 20 Minuten 10 : 
aut 80° erwarmt und mit Farbfilter ee 
S 53 gegen eine Kompensations- — ¢ = 


lésung gemessen, die 0,5 cem 0,04 % | 

Glucose oder Mannose 2.5 e¢em ——— 

verdiinnter Schwefelséure (1 — 4) as} LE ; 
licem Schwefelsaure (6 — 4) | 

enthielt und ganz gleich behandelt 





worden war. 

Die Glucosekurve (I) steigt 
gleichmaBig, wogegen die fiir 
Mannose (I]) mit steigender Orcin- 
konzentration fallt. Wie aus den spater (siehe Abschnitt B) gegebenen 
Zeitkurven hervorgeht, hat Mannose im Gegensatz zu Glucose bei 
normalen Versuchsbedingungen (entsprechend den Versuchen 9 und 4 
der Tabelle I) ihr Farbmaximum nach §& bis 10 Minuten bei 0", 
worauf eine Zersetzung oder Umbildung des’ Farbstoffs  beginnt 


ov 77 7s ? Soa 


Abb. 2 
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DaB die Mannosekurve II der Abb. 2 mit steigender Orcinkonzentration 
fallt, ist wahrscheinlich auf dieses Verhalten zuriickzufiihren, indem 
das Farbmaximum um so rascher erreicht wird, je gréBer die Orcin- 
konzentration ist, so da die Umbildung oder Zersetzung des Farb- 
stoffes bei den héchsten Orcinkonzentrationen am raschesten einsetzt. 
Dies wird durch eine Versuchsreihe mit Mannose bekraftigt, die ganz 
wie friiher beschrieben, durchgefiihrt wurde, nur daB 5 Minuten statt 
20 Minuten erwarmt wurde. Das Resultat dieser Versuchsreihe ist: 


E (S 53) 


i ss cw we - 
i er 
SS ee a, 
a ee 
ee 


und wird auf Abb. 2 graphisch durch Kurve III dargestelit. Es geht 
hieraus hervor, daB bei so kurzer Versuchszeit, wo die Mannosereaktion 
ihr Farbmaximum noch nicht erreicht hat, die Versuchsresultate durch 
eine Kurve von ganz gleicher Form, wie die der Glucosekurve, nach 
20 Minuten Erwarmung dargestellt werden. 

Die hier besprochenen Unterschiede im Reaktionsverhalten der 
Glucose und Mannose haben Bedeutung fiir die Form der spater zu 
beschreibenden Zeitkurven, und sie haben, zugleich mit dem Umstand, 
daB es bei einer Reihe von Vorversuchen mit Proteinen unmdéglich war, 
bei niederen Orcinkonzentrationen Proportionalitat zwischen Farb- 
starke und Proteinkonzentration zu erreichen, mit sich gefiihrt, dab 
wir bei allen spateren Versuchen eine gréBere Orcinkonzentration an- 
wendeten als die von Tillmans und Philippi angegebene, namlich 
2 ccm 2°, iger Lésung statt 0,5 ccm, zugesetzt einer Versuchsmischung 
ven lecem Kohlenhydratlésung ~ 15 ccm Reaktionsschwefelsaure. 


EinfluB der Schwefelsdurekonzentration. 


Dieser Faktor spielt eine auBerordentlich groBe Rolle, wie aus den 
in Tabelle II zusammengestellten Versuchen hervorgeht. Man mu8 
daher sehr sorgfaltig darauf achten, stets die gleiche Schwefelsaure- 
konzentration einzuhalten. Aus Griinden, die im Abschnitt B ge- 
geben werden, haben wir eine Mischung von 6 Volumen konz. H,SO, 

4 Volumen H,O gewahlt. 

Will man jedoch genaue Vergleichbarkeit seiner Messungen gewahr- 
leistet haben, so ist es nicht genug, einfach z. B. 600 cem konz. Schwefel- 
saure mit 400 ccm Wasser zu mischen, da man nicht sicher sein kann, 
daB bei der Mischung stets gleichviel Wasser verdampft: man. mui 
nach dem Abkiihlen auf Zimmertemperatur eine gewogene Menge der 
Reaktionsschwefelsaure titrieren. Die Schwefelséure, die wir benutzt 
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Tabelle Il. 





15 ecem Reaktionsschwefe!l 


> re 0 ie P : 
Versuch ins - Oreinfécur g Sa 
konz. H,S0O, Ho e 

Mr. ecm ecm ecm com 
1 l 2 50 a0 0.306 
2 1 2 55 45 (1.458 
3 1 2 60 40 0.703 
a 1 2 65 35 O.8U4u 
a) 1 2 70 30 1.219 
6 1 2 sO 2) 1.340 


Alle Versuchsmischungen wurden 20 Minuten aut S0® erwarmt und 
mit S53 gegen gleichbehandelte Kompensationslésungen ohne Orcin 


yemessen. 


haben, enthielt, wenn nichts anderes angegeben ist, 14.30 g-Aqui- 
valente H,SO, pro 1000 g Reaktionsschwefelsaure. 

Auf Grund der hier besprochenen und einer Reihe weiterer Versuche 
haben wir als bestgeeignete, d.h. als solche Versuchsbedingungen, 
die mit verschiedenen Kohlenhydraten die gréBten Unterschiede er- 
geben, folgende gewahlt: In einen 150-cem-Erlenmeyer-Kolben wird 
1 ccm der zur Untersuchung vorliegenden Lésung pipettiert und hierzu 
2cem 2°, iger Orcinlésung (bereitet, wie friiher beschrieben), sowie 
15 ccm Reaktionsschwefelsaure (6 — 4) gesetzt. Die Mischung wird 5, 
10, 15, 20, 25 oder 30 Minuten! auf 80° erwarmt, worauf die Kolben sofort 
im Dunkeln in Eiswasser gekihlt und aufbewahrt werden, bis die Messung 
ausgefiihrt werden kann. Diese soll namentlich bei kurz erwarmten 
Mischungen sobald als méglich vorgenommen werden, wogegen sich 
die 15 Minuten oder langer erwarmten Mischungen im Dunkeln stunden- 
lang unverandert halten. 


Eiqeniarbe des Orcins. 


Wie am Anfang des Abschnitts erwahnt, geht die Konzentrations- 
kurve der Glucose nicht durch den Nullpunkt, woran der Umstand 
schuld ist, daB Orcin, mit der Reaktionsschwefelsiure erwarmt, eine 
schwach gelbe Farbe gibt, die mit der Erwarmungszeit an Starke zu- 
nimmt. Ob diese Farbe wirklich der Einwirkung der Schwefelsaure 
auf das Orcin zuzuschreiben ist, oder aber der Anwesenheit geringer 
Mengen organischer Substanz in der Schwefelsaure, haben wir nicht 
entscheiden kénnen. Sicher ist indessen, daB verschiedene Proben 
von Schwefelséure (alle als rein bezeichnet) mit Orcin sehr verschiedene 


1 


Um eine gleichmaSige Erwarmung aller Reaktionsmischungen zu 
sichern, haben wir ein rundes Wasserbad benutzt, das in der Mitte geriilirt 
wurde und langs dessen Rand die Kolben angebracht waren. 
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Farbstarken geben. Wir haben Proben von Schwefelsaure untersucht, 
welche (1 cem H,O + 2cem Orcin ~ 15 cem Reaktionsschwefelsaure 
erwarmt 20 Minuten auf 80° und gemessen mit S 53) eine Extinktion 
von 0,025 bis 0,231 ergaben: meistens liegt E ungefahr bei 0,040 bis 
0,050. Es ist natiirlich sehr wichtig, sich dessen zu versichern, dai} die 
verwendete Schwefelsiure keine zu starke Eigenfarbe mit Orcin gibt, 
selbst wenn man im einzelnen Fall eine Korrektur dafiir einfiihren kann. 
Da es sich in der vorliegenden Arbeit hauptsachlich um vergleichende 
Untersuchungen handelt, deren Versuche alle mit der gleichen Schwefel- 
siure ausgefiihrt sind, haben wir gewéhnlich nicht fiir die Eigenfarbe 
des Orcins korrigiert; in den wenigen Fallen, in denen eine solche Kor- 
rektion erwiinscht war und vorgenommen wurde, ist dies immer aus- 
driicklich angegeben. 


Einflup der Erwdarmungsdauer, 


Die Erwarmungszeit spielt eine groBe Rolle; bei Proteinen erhalt 
man die maximale Farbstarke gewohnlich viel rascher als bei Glucose- 
lésungen (vgl. Tillmans und Philippi, a. a. O. 8.39), und die erzielten 
Farben scheinen nicht dieselben zu sein. Bei einer Untersuchung dariiber. 
wie sich die verschiedenen Kohlenhydrate verhalten, zeigte es sich in- 
dessen, daB sie nicht nur verschiedene Farbténe von rein Rot iiber 
Gelbrot zu Gelb geben, sondern auch fiir gleichstarke Lésungen ver- 
schiedene Farbstarken, worauf schon B. Lustig und A. Langer auf- 
merksam gemacht haben (a. a. O. S. 322). 

Der Einflu8 der Erwarmungsdauer auf den Verlauf des Prozesses 
wird durch eine Zeitkurve dargestellt, welche die Resultate einer 
Reihe von Versuchen unter gleichen Bedingungen, nur mit ver- 
schiedener Erwairmungszeit, graphisch wiedergibt. Die Lage und Form 
der Zeitkurve ist nicht nur von Art und Konzentration des angewendeten 
Kohlenhydrats abhangig, sondern auch von anderen Faktoren, namlich 
der Orcin- und Schwefelsaurekonzentration. Die Zeitkurven werden 
bei der Behandlung der einzelnen Kohlenhydrate naher besprochen 
werden; besonders hingewiesen sei auf die Abschnitte tiber Glucose 
und Mannose, wo diese Verhaltnisse ausfiihrlich behandelt werden 
sollen. 

B. Monosaccharide. 
1. Aldohexosen. 


Glucose. Zu den Versuchen wurde ein reines Praéparat von AKahlbauwm 
benutzt, das iiberdies aus Alkohol umkristallisiert worden war. Das Praparat 
enthielt 0.07% Wasser und hatte ein auf wasserfreie Substanz berech- 
netes Drehvermégen von [xP iY. +. 62.42° (R. F. Jackson' gibt [x]}?4, 


62.469 an). 


! Bull. Bureau of Standards 13, 633. 1917. 
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Es wurde eine 0,1°%ige Stammlésung durch Auflésen von 0.1001 
in 100 cem Wasser bereitet. welche im Eisschrank aufbewahrt wurde 
Die schwacheren Lésungen wurden durch bloBes Verdiinnen der Stamm 
losung gewonnen. > 


Zu einer Orientierung tiber die am besten zur Messung im Stufen- 
photometer geeigneten Farbfilter wurden drei Proben von je L cem 0,05 °oiger 
Glucoselésung mit je 2cem Orcinlésung — 15 ccm Schwefelséure (6 4) 
versetzt und 5, 15 und 30 Minuten auf 80° erwarmt. Nach dem Abkiihlen 
wurden die Extinktionen mit den acht Spektralfiltern S 75, S 72. S 61, 
S57, S 53, S 50, S47 und S 43 gemessen. Die Resultate der Messungen 
sind in Abb. 3 graphisch wiedergegeben, wobei die Wellenlange der Spektra! 
filter als Abszisse, die Extinktion als Ordinate aufgetragen ist. Wie aus 
der Abbildung hervorgeht, hat die 5-Minuten-Kurve ein ausgepragtes und 
die 15-Minuten-Kurve ein schwach angedeutetes Maximum bei S 53, und 
alle drei Kurven steigen stark bei S 43 (die 15-Minuten-Kurve bis auf 8 
und die 30 Minuten-Kurve bis auf 12,5), wahrend die Extinktionen fin 
das Filter S 57 und besonders fiir die Filter S 61, S 72 und S 75 nur ganz 
gering sind, sowohl bei 5, 15. wie bei 30 Minuten langer Erwarmung. Dieses 
Verhalten ist bei anderen Zuckerarten (siehe Mannose und Galaktose) 
noch starker ausgepragt, und wir haben darum die Farbfilter S 43> und 
besonders S 53 zu unseren Messungen gewahlit. Bisweilen haben wir aus 
praktischen Griinden auch S 47 benutzt. 
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Abb. 3. Abb. 4 


Der EinfluB der Erwarmungszeit auf die Farbe, die Glucose beim EF: 
warmen mit Orcin und Schwetfelsaure gibt, geht aus Abb. 4 hervor, wo die 
Kurve la (Versuch 1) die Variation der Extinktion von | cem 0,02°,ige1 


Glucoselésung zeigt, die mit 2cerm Orcinlésung + 1l5ccem Schwefelsaure 
(6 — 4) versetzt. 5, 10... ., 30 Minuten auf 80° erwarmt und mit Filter S 53 


! vgemessen wurde. Die Kurve steigt gleichmaBiy 


in einer 30-mim-Kiivette 
mit der Zeit. Die Kurven Ila und Illa (Versuche 2 und 3) zeigen das gleiche 


¢ 


Verhalten fiir die gleiche Glucosemenge, die ganz ebenso behandelt, nur mit 


1 Alle im folgenden angegebenen Werte fiir Messungen mit S 53 sind 
in der 30-mm-Wiivette bestimmt worden. 
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Schwefelsaiure der Konzentrationen (6,5 3.5) und (7.0 — 3.0) versetzt chi 
wurde. Man sieht, daB die Kurven ungetahr gleichartig verlaufen und dali fi 
man mit starkerer Schwefelsaure starkere Farben bekommt. Bei Versuch | ei 
ist die Farbung gelb bis gelbrot und von derselben Nuance durch den ganzen 
Versuch. Bei Versuch 2 ist die Farbe mehr rétlich und bei Versuch 3 stark de 
rot (vgl. Mannose). K 
Die Kurven I und I] der Abb. 5 zeigen die Form und Lage von Zeit = 
kurven der Ghicose, gemessen unter denselben Bedingungen wie bei Versuch | 
(Abb. 4) mit den Lichtfiltern S 53 und S 43. Die Extinktion war bei S 43 he 
so stark, daB sie in der 10-mm-Kiivette gemessen werden mubte, und die yi 
xtinktionskurven sind hier und spater nach den dabei erhaltenen Werten K 
vezeichnet. Diese beiden und ithnen analoge Kurven charakterisieren, wie 0, 
wir spater sehen werden, jedes A 
6o— ; is i ] Kohlenhydrat. Die Kurve II] ba 
auf Abb. 5 wird spater bei Be- i 
fy Pot ta | handlung der Mannose besprochen : 
t 
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Abb. 5. Abb. 6 


Die Glucosekonzentration. Aus Tabelle [Il und Abb. 6, Kurve |, die 
yvaphisch die Versuchsresultate der Tabelle wiedergibt, geht hervor, dali 
die durch die Reaktion erzeugte Farbstarke nur bei Konzentrationen von 
und unter 0.6cem 0,02 % iger Glucoselésung (0,12 mg Glucose) in dei 
Versuchsmischung von im ganzen 18 ccm der Glucosekonzentration 
proportional ist. DaB Omg Glucose nicht £ 0 geben, riihrt davon her, 


Tabelle III. 





Glucose- Schwefel- E E 
Versuch menge Oreinlésung séure E (Fir die berechnet 

pro ccm (6 + 4) (8 53) Eigenfarbe des pro 0,04 mg 
Nr. mg ecm ecm Oreins korr.) Glucose 
1 0 2 15 0,052 0 ko 
2 0,04 2 15 0,182 0.130 0,130 aa 
3 0.08 2 15 0,305 0.253 0.127 I 
4 0,12 2 15 0.431 0.379 0,126 Sa 
5 0.16 2 15 O.D19 0,467 0.117 
6 0.20 2 15 0.610 0.558 0,112 
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daB die Orcinlésung mit der Schwefelsaéure allein eine gelbe Farbe gibt. 
tir welche in der sechsten Vertikalkolonne der Tabelle eine Korrektiun 
eimgeftihrt worden ist. 

Obgleich die Kurve nur im ersten Stiick geradlinig verlautt, kann si 
dennoch ausgezeichnet bis zu Glucosekonzentrationen von 0,20 mg pro 
Kubikzentimeter GlucoselOsung zur Bestimmung der Glicosemenge benutzt 
werden. 

Da gréBere Schwefelsaurekonzentrationen eine starkere Farbuny 
hervorruten (siehe Abb. 4), ware es denkbar, da die mit einer Mischuny 
von 6,5 Volumen konz. Schwetelsaure 3.5 Volumen Wasser erzeugte 
Farbe der Glucosekonzentration bei noch héheren Konzentrationen als 
012mg pro Kubikzentimeter proportional ware. Aus der Kurve I] de! 
Abb. 6 ersieht man, daB dies nicht der Fall ist, da auch hier der Kurven 
verlauf nur bis zu dem 0,12 mg pro Kubikzentimeter Glucosel6sung ent 
sprechenden Kurvenpunkt geradlinig ist. 

Mannose, Zu den Versuchen wurde ein reines Priparat von Aahlbaun 
verwendet, das 0.65°, Wasser enthielt und ein auf wassertreie Substanz 


berechnetes Drehvermégen von [oJ] 14.62° (Hudson und Yanowsky! 
veben aD) 14,6° an.) Eine Stammlésung von 0,1°, wurde durch 


Auflésen von 0.1007 ¢ in 100cem Wasser hergestellt und im = Eisschrank 
aufbewahrt. 

Ganz wie bei Besprechung der Glucose beschrieben, wurde die Extink 
tion in drei Proben von je lcem 0,05 ° ,iger Mannoselésung fiir alle acht 
Spektralfilter bestimmt; die Resultate der Messungen sind aut Abb. 7 
graphisch dargestellt. Die Werte fiir S 43 legen so hoch (etwa 4,8, 13,1 
und 15,7), daBi sie nicht auf der Abbildung eingezeichnet sind. Im iibrigen 
zeigt die Abbildung die gleichen Verhaltnisse wie die Abb. 3. 
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Abb. 7. 





Der EinfluB der Erwarmungszeit bei verschiedenen Schwefelsaure- 
konzentrationen ist aus Abb. 4 zu ersehen, wo die Kurven Lb, [lb und LIL) 
ganz den Glucosekurven Ia, Ila und Illa entsprechen, wahrend dis 
Kurve IVb die Ergebnisse eines Versuchs mit noch geringerer Schwetfel- 
saurekonzentration (5,5 4.5) darstellt. Die Farbung, die man beobachtet, 


' J. Amer. chem. Soc, 39, 1013, 1917. 





25S M. Sorensen u. (. Haugaard: 


ist zuerst rot, schlagt nach etwa 10 Minuten in gelbrot um, so als ob zwe: 
Prozesse nacheinander abliefen: erst einer, der eine rote, und dann eine 
der eine gelbe Farbe gibt. DemgemaB ist auch die Form der Zeitkurven 
eine ganz andere, als man sie bei Glucose findet. Die Kurve Ib erreicht 
nach etwa 8 Minuten ein Maximum, fallt bei langeremn Erwarmen ein wenig. 
um dann nach 30 Minuten langem Erwarmen wieder etwas zu_ steigen 
Die Kurve Llb erreicht ihr Maximum nach etwa der gleichen Frist wi 
Kurve Lb und fallt dann ganz wenig ab, wogegen Kurve [IIb ihr Maximun 
nach 5 Minuten langem Erwarmen schon iiberschritten hat und weiterhit 
standig fallt. In dem zuletzt ausgefiihrten Versuch (Kurve IVb) verléuti 
die Reaktion anscheinend so langsam, daB die rote Farbung nicht Zeit hat 
sich vor dem Eintreten der gelben ausreichend zu entwickeln. Je gréber 
die Schwefelsaurekonzentration ist, desto starkere Farben erhalt man 
und desto gesechwinder verlauft die Reaktion. Die charakteristischst+ 
Form der Mannosekurve erzielt man also bei Anwendung einer Schwefe! 
saure von der Konzentration (6 + 4) (siehe Abb. 4, Kurve Ib), und wi 
haben daher diese als Normalkonzentration gewahlt. 


Abb. 8 Kurve [ und II zeigt die Form und Lage der Mannosezeitkurven 
fiir S 53 und S 43 unter normalen Versuchsbedingungen (siehe Abschnitt A), 
entsprechend den auf Abb. 5 wiedergegebenen Versuchen mit Glucose 
Beim Vergleich der Abb. 5 und 8 sieht man deutlich den groBben Unterschied 
in Form und Lage der einander entsprechenden Kurven. Dieser Unterschied 
kann jedoch nur mit Hilfe der hier als normal bezeichneten Versuchs 
bedingungen herausgearbeitet werden. Stellt man die Mannoseversuche z. B. 


mit der Anderung der Versuchsbedingungen an, daB man 0,5 cem 2 © ige 
Orcinlésung + 1,5 cem Schwefelsaure (1 4) statt 2cem = Orcinlésung 
benutzt, so erhalt man dabei die 

Kurve III der Abb. 5, welche der : eee Haan & ep 

° = on S43 
Crlucose-Zeitkurve I der Abb. 5 in —_ 


ihrer Form gleicht. 
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Abb. 8. Abb. 9. 


Mannosekonzentration. Aus Tabelle [V und aus der Kurve | der Abb. 4, 
die die Versuchsresultate der Tabelle IV graphisch wiedergibt, ist ersichtlich, 
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Tabelle IV. 





Mannose- Schwefel- E } 
Versuch menge Orcinlosung sdure E (Fiir die berechnet 
pro cem (6+ 4) (S 538) Eigenfarbe des pro 0.04 mg 
Nr mg eem cem Oreins korr.) Mannose 
1 0 > 15 0.052 0 
2 0,04 2 15 0,199 0,147 0,147 
3 0,08 2 15 0,347 0,295 0,148 
4 0,12 2 15 0,479 0,427 0,142 
5 0.16 2 15 0.586 0,534 0.134 
re 0.20 2 15 0.688 0.636 0.127 


dab die Farbstarke bei Mannose ganz wie bei Glucose nur bei Konzentrationen 
von und unter 0,12 mg pro Kubikzentimeter Mannoselésung der Kohlen- 
hydratkonzentration proportional ist. 

Die Kurven I] und III der Abb. 9 sind Konzentrationskurven der mit 
den Filtern S 47 (30-mm-Kiivette) und S 43 (10-mm-Kiivette) gemessenen 
Extinktionen. Man sieht, daB die Konzentrationskurven in beiden Fallen 
schon bei noch geringeren Mannosekonzentrationen (etwa 0,09 bis 0.10 my 
pro Kubikzentimeter) von der Geraden abzuweichen beginnen. 

Galaktose. Za den Versuchen wurde ein reines Praparat von Aah/bawn 
henutzt, das 0,11°, Wasser enthielt und ein auf wassertreie Substanz 
herechnetes Drehvermégen von [xP ) 79,449 hatte (Mackenzie und 
(fhosle? gehen 79.25 an.) Eine 0,1°,ige Stammlésung wurde durch 
Auflésen von 0.1001 ¢ in 100 cem Wasser hergestellt und im = Eisschrank 


autbewahrt. 





15 Min.\\ 30 Min — —— 
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Abb. lu 


Ganz ebenso wie bei Besprechung der Glucose beschrieben, wurden 
drei Versuchsreihen ausgeftihrt, auf deren Grundlage die Spektralkurven- 
tafel der Galaktose (Abb. 10) gezeichnet wurde. Die Werte fiir S 43 liegen 
so hoch (bei etwa 4,0, 10,5 und 12,0), daB sie auf der Abbildung nicht ein- 
gezeichnet werden konnten. Im iibrigen zeigt die fiir 5 Minuten Erwarmungs 
zeit geltende Kurve ein besonders stark ausgepragtes Maximum bei S 53. 


' Proc. of Roy. Soc. Edinburgh 35, 22, 1916. 
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Der Kintlhal der Erwarmungszeit auf die Galaktosefarbe unter normalen 
Versuchsbedingungen geht aus den Kurven II] und IV der Abb. 8 hervor, 
welche die Zeitkurven fiir S 53 (30mm) und S 43 (10mm) wiedergeben. 
Man sieht auf der Abbildung deutheh den Unterschied in der Extinktion 
der Galaktose- und Mannosetarbe. S 53 (das griine Filter) absorbiert viel 
intensiver die Galaktosefarbe, in welcher der rote Farbton vorherrschend ist. 
als die Mannosetarbe. S 43 (das violette Filter) absorbiert intensiver die 
mehr gelbe Mannosefarbe. Besonders in den ersten 10 Minuten macht sich 
der Unterschied im Farbton geltend. 


2, Ketohewrosen. 


Aus den Versuchen mit Glucose, Mannose und Galaktose geht hervor. 
dali vor allem die mit den Farbfiltern S 53 und S 43 bestimimten Zeitkurven 
fiir die einzelnen Kohlenhydrate charakteristisch sind. Der folgende Ab 
schnitt bringt die entsprechenden Kurven fiir die Ketohexosen, Fructose 
und Sorbose, bestimmt in Versuchen, die in gleicher Art ausgefiihrt sind 
wie die bei Besprechung der Glucose beschriebenen (siehe unter Abschnitt 1, 
Kurve la auf Abb. 4 und den dazugehérigen Versuch). 

Fructose. Zu den Versuchen wurde ein als rein gekauftes Praparat 
benutzt, das durch Umkristallisieren weiter gereinigt worden war. Der 
Stoff enthielt 0,09°, Wasser und hatte ein auf wasserfreie Substanz be- 
rechnetes Drehvermégen von [aD] : 92,92° ( Vosburgh? gibt [ad] — 93,02° 
an). Die Abb. 11 zeigt die Zeitkurven, welche beide im Verhaltnis zu den 
friiher besprochenen niedrig liegen, besonders die Kurve fiir S 43. 





Sorbose. Das Praparat verlor 20 
beim Stehen im Vakuum_ iiber 
konzentrierter Schwefelséure nicht E | 
an Gewicht. Abb. 11 zeigt die Zeit - SY 
kurven, die noch niedriger liegen 25 





als die fiir Fructose. Es ist sehr 





schwierig. Fructose und Sorbose © Arabinose 


voneinander zu unterscheiden, doch “y a 
glauben wir in den spater zu_be- s ieiaaiead 
schreibenden Verhaltniszahlkurven $4 

eine Moglichkeit dafiir gefunden : 


zu haben. 
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Abb. 11. Abb. 12 


' J. of the Amer. chem. Soc. 42, 1896, 1920. 
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é. Pentose nn. 
Auch fiir die Pentosen haben wir die Versuchsresultate in Zeitkurven 
wiedergegeben, welche unter denselben Bedingungen gewonnen wurden 
wie die friiher besprochenen Zeitkurven. 


Arahinose. Das Praparat verlor beim Trocknen tm Vakuum tiber 
Schwefelsiure 0.20°, Wasser. Abb. 12 gibt die Zeitkurven wieder. die 
namentlich fiir S 43 sehr hoch hegen. 


NX ylose. Das Praparat verlor beim Trocknen im Vakuum iiber Schwefel 
saure 0,959 Wasser. Abb. 12 zeigt die Zeitkurven, die ungefahr ebenso 
liegen wie die der Arabinose, aber wahrscheinlich durch die Verhaltniszah! 
kurven von diesen unterschieden werden koénnen. 

Rhamnose. Die Substanz verlor beim Trocknen im Vakuum tibet 
Schwefelséure 2.65°, Wasser. Abb. 12 gibt die Zeitkurven wieder, die ein 
von dem der beiden anderen Pentosen ganz verschiedenes Bild darbieten 
Der Unterschied zwischen Rhamnose einerseits und Arabinose und XNylose 
andererseits auBert sich deutlich im Erscheinen der Farbung beim FE) 
warmen mit Orcin und Schwefelsaure. Die Farbe der Rhammnose ist von 
Anfang an (2 Minuten Erwarmung) rein gelb, wogegen die der Arabinose 
und Xylose im Antang rot, ja blaurot ist, spater aber gelbrot wird. Der 
Unterschied zwischen Rhamnose und Arabinose und XNylose geht auch aus 
den nun zu besprechenden Verhaltniszahlkurven sehr deutlich hervor. 


4. Verhadltniszahlkurve n. 


Man erhalt ein gesammeltes und iibersichtliches Bild des Unterschiedes 
in den Zeitkurven, welche die verschiedenen Kohlenhydrate charakterisieren, 
mit Hilfe der Kurven, die wir als Verhaltniszahlkurven bezeichnet haben 
Die Lage dieser Kurven ist nam- 
lich, im Gegensatz zu der der ¢ 
Zeitkurven, unabhangig von der 7% 


Kohlenhydratkonzentration, min- 4 
destens innerhalb des Gebietes. yl 
. . os . — 
wo die Farbstarke der Konzen- “———— Phamnase 
tration proportional ist. Diese 
P I 


Sr 


Eigenschaft macht die Verhaltnis- 3 
zahikurven zu einer vorlaufigen 
Entscheidung der Frage geeignet, | 


welches Kohlenhydrat der zur : 
Untersuchung vorliegende Stoff 2 ‘ Pt 
enthalt. Man gewinnt die Ordi- SA 


naten durch eine einfache Division 
der Extinktion fiir S 43, 10-mm- 
Kiivette (E,) durch die Extinktion ; 
fir S 53, 30-mm-Kiivette (E£)): 
die Abszisse ist die Erwarmungs- 
zeit in Minuten. In den Tabellen 
Va. Vb und Ve sind alle Werte. 
die den Zeitkurven und den Ver- 
haltniszahlkurven der Abb. 13 zu- 
grunde liegen, angefitihrt. 

In den Fallen, in denen die Farbung so stark war, das 10-mimn-Kiivetten 
zur Messung der Extinktion fiir S 43 unbrauchbar waren, mubten wir anstatt 
dieser 5-mm-Kiivetten benutzen. Durch vergleichende Messungen mit 
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Zu jeder Bestimmung 1 cem einer 0,02 © igen Kohlenhydrat]ésung auf S0 


erwarmt mit 2 °.iger Orcinlésung — 


2 ccm 


M. 


Tabelle 


S@rensen u. 


Va. 


Cr. Haugaard: 


Aldohexosen. 


Schwefelsaure 








Kohlenhydrat 


Min 

5 

¢ 10 
& || 15 
2 20 
> 25 
30 

5 

$ 10 
= | 15 
= 1 20 
= | 2 
30 

| 8 
x 10 
= 15 
= | 20 
= | 95 
30 


Zu jeder 
erwarmt mit 


* Erwirmungszeit 


Lichtfilter S53 


Kiivette 30mm 


Lichtfilter s 43 


Kiivette 10mm 


> 


Trommel- 2 log Trommel- 2 log 


wert /; 


65,9 
34,9 
28,34 
25,26 
23,52 
21,84 


23,1 
17,9 
19,9 
20,46 
19,13 
18.57 


14,86 

9.14 
12,92 
14,44 
15.40 
16,20 


2 ccm 


i, Ey 


0,181 
0.457 
0.548 
0.598 
0,629 
0,661 


0,636 
0,747 
0.701 
0,689 
0,719 
0,731 


0,828 
1,039 
0,889 
0,840 
0,812 
0,790 


Tabelle Vb. 


Bestimmung | ccm einer 0,02 ° igen Kohlenhydratlésung aut 80" 
licem Schwefelséure (6 


59.6 


wert i, iz Es 
0,225 

0,764 

2 1,141 


0 1,398 
2,38 1.623 
1,76 1,754 


19.67 0,706 
3,95 1.403 
1.88 (1.726) 
1.32 (1.879) 


28.20 0.550 
6.68 1.175 
3,46 1,461 


2°. iger Orcinlésung 


40 


Ketohexosen. 


Kiivette 5mm 


i. te 


i; Ey 


0,942 
1,042 
1.103 
1,159 


O.S7T6 
0.924 
0.938 


1.743 
1.928 


2,041 
2.144 


1.621 
1.709 
1.735 





hydrat 


Kohlen- 


lructose 


se rb se 


Lichtfilter S53 





Erwir- 
= mungszeit 


Trommel- 

Mi wert ¢; 
5 60,0 
10 59.2 
15 56.3 
20 54.5 
25 52.9 
30 49.7 


10 


20 
25 
30 


Kiivette 30 mm 


one 
grors 
oS 


oe os es 


or on 
or 


* 


“2— log 


i; Ey 


0.222 
0,228 
0.249 
0,264 
0.277 
0,304 


0.169 
0.189 
0,207 
9,225 
0.254 
0,272 


Tromme!l- 


Lichtfilter s 43 


Kiivette 10 mm 


291 
0,395 
0.470 
0,500 
0.542 
0.579 


0,253 
0.362 
0,435 
0.492 
0.540 


log 


0.575 





Arabinose 


\ylose 


Rhamnose 


ou 
SOV 
Lic 
obv 


veli 


lies 


aus 


sal 
ver: 


auf 
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Tabelle Ve. Pentosen. 
yo Zu jeder Bestimmung | ccm einer 0,02 °,igen Kohlenhvdratlosung aut sv° 
erwarmt mit 2ccem 2 °,iger Orcinl6sung licem Sehwetelsaure ( -- 4 
eo = ] tfilter 85 Lichtfilter s 43 
E & 
= = Kilvette 30 mn Kiivette 10m Kiivette 5 d 
ze 3 £195 | £5 
a = Trommel- 2— log Trommel- 2 log Trommel- 2 log si : 
Miy vert } wert 2 F2 wert } 
1 . 5 16,96 0,771 5.12 1.291 ~- 
; z 10 14.06 0,852 0.80 (2,097) 7.66 1.116 2,065 
2 a | 15 13,66 0.865 — - 5,22 1.282 2,372 
2 | 20 12,06 0,919 4.36 1,361 2,518 
; =z B& 11.72 0,931 - — 3.97 1,491 2.592 
; 30 11.26 0,948 — 3.7 1.427 2.640 
5 19.46 0.711 3.60 1.444 2.93 
2 : 10 16.70 0.773 - 7.07 1.151 2129 2,75 
) z 15 15,12 0.820 4.64 1.333 2466 3.01 
) > 20 13.90 0.857 3.92 1497 2.603 3,04 
”~ | 2 13.00 OS86 3,46 1.461 2703 3.05 
30 12.70 0.896 3,36 1474 2,727 3,04 
; 5 46.04 0.337 G54 1,019 300 
, z 10 43.14 0.365 3,18 1.498 ~ - 4.11 
1 = 15 36.62 0.436 12.39 0.910 1.644 3,56 
, a 20 34.46 0,463 11.74 | 0930 1,721 3,72 
) as | 25 33.63 0473 _ _ 11.95 9.923 1.708 3.61 
) 30 32.40 0.489 11.73 0.931 1722 3,52 
l0-mm- und 5-mm-HKiivetten fanden wir indessen., dal die Extinktion fii 
5mm nicht genau die Halfte der fir 10mm gemessenen war. Dies riihirt, 
soweit wir sehen kénnen, von Unterschieden in der Zusammensetzung des 
Lichtes her. das die zwei Halften des Filters passiert, indem das Licht, 
obwohl von ein und derselben Lichtquelle stammend, in einem Falle eine 


Dal 
geltend macht. ist 


getarbte. im anderen Falle eine beinahe farblose L6sung passiert hat. 
Verhalten sich in micht 


aus Tabelle VI zu ersehen, wo eimige nephelometrische Messungen eine! 


ungefarbten Lésungen 


dieses 


Jariumsulfataufschlammung zusammengestellt sind. Die in Kiivette: 
verschiedener Lange gemessene Extinktion gibt hier beim Umrechner 
aut dieselbe Kiivettenlange tibereinstimmende Werte. 


Tabelle VI. 





Extinktion einer BaSO,-Auftschlammung, gemessen in Kiivetten 
verschiedener Lange. 
* i vettenlange F 
Kiivettenlange I — ee 
mim gemesse! 10 mm-K iivette 
30 0.935 0.512 
20 0.618 0,309 
10 0311 0.311 
D 0.155 0.310 
Biechemische Zeitschrift Band 260 1s 








6 me Pe whew 


emer 





ve let Fine 2 


SAS: em oe 


264 M. Sorensen u. G. Haugaard: 


Der Versuch hat nun gezeigt, daB, wenn der Farbton der gleiche ist 
und das ist er bei allen Kohlenhydraten nach 10 bis 15 Minuten langem 
Erwarmen —, auch der Faktor, mit dem die in der 5-mm-Kiivette gemessen+ 
Extinktion multipliziert werden mu, um die der 10-mm-Kiivette zu geben. 
gleich ist, ohne Riicksicht auf Art und Konzentration des Kohlenhydrates. 
Die GréBe dieses Faktors ist 1,85 und ist gefunden als das Mittel von 68 Be 
stimmungen (niedrigster Wert 1,76, héchster 1,88) in Versuchen mit Mannose. 
Galaktose, Lactose, Rohrzucker, Arabinose, Xylose, Rhamnose, Eialbumin. 
Serumalbumin, Lactalbumin, Gliadin, Salicin, Saligenin und Amygdalin. 
Dieser Faktor (1,85) ist daher bei allen Berechnungen der Tabellen Va. 
Vb und Ve benutzt worden. 

Alle Zahlen und Kurven, die im vorhergehenden besprochen worden 
sind, diirfen nicht als absolut richtig angesehen werden, da kleine und 
teilweise unkontrollierbare Anderungen der Versuchsbedingungen kleine 
Anderungen der gemessenen Zahlen mit sich fiihren kénnen. Aber selbst 
wenn die Kurven dadurch in ihrer Lage ein wenig verschoben werden kénnen. 
wird ihre Form dabei doch erhalten bleiben. Man tut darum gut daran, 
immer gleichzeitige Parallelversuche mit dem zur Untersuchung vorliegenden 
Stoff und dem Kohlenhydrat anzustellen, das man damit zu vergleichen wiinscht. 


C. Zusammengesetzte Saccharide. 
1. Disaccharide und Trisaccharide. 


DaB Disaccharide und Trisaccharide mit Orein-Schwefelséiure in mit 
deren Zusammensetzung iibereinstimmender Weise reagieren, und dali 
Ton und Starke der dabei erhaltenen Farbung geradezu die Summe det 
Effekte der die Verbindung zusammensetzenden Komponenten darstellen. 
geht aus den beiden folgenden Versuchen hervor. 

Lactose (Galaktose + Glucose). Da das Molekulargewicht des Di- 
saccharids 342 ist, das jeder der beiden Komponenten aber 180, entspricht 


180 
einer 0,01° igen Lactoselésung eine Lésung, die 342 - 0,01 = 0,005 26 ©, 


Galaktose und 0,00526° Glucose enthalt. Tabelle VII zeigt die ge- 
messenen Extinktionen fiir eine 0,01 °jige Lésung von Lactose und die 
entsprechende Mischung von Galaktose und Glucose. Man sieht, daB die 
Zahlen innerhalb der Versuchsfehler vortrefflich zusammenpassen. 
Raffinose (Galaktose + Glucose + Fructose). Bei der Untersuchung 
der Raffinose wurden nicht nur die iiblichen Extinktionsmessungen an 
einer 0,01 °,igen Raffinoselésung und der dieser entsprechenden Mischung 


von 0,01 + —— == 0,003 57°, Galaktose und ebensoviel Glucose und Fructose 
ausgefiihrt, sondern auBerdem auch die Extinktion jeder einzelnen Kom- 
ponente in den ebengenannten Konzentrationen gemessen. 

In Tabelle VIIT sind die Resultate dieser Messungen zusammengestellt. 
Der erste Abschnitt der Tabelle gibt die Messungen an Raffinoselésung und 
der Lésung, die die drei Komponenten enthalt. Die Ubereinstimmung der 
beiden Messungsreihen ist vollstandig zufriedenstellend und zeigt, daB die 
Geschwindigkeit, mit der das Trisaccharid hydrolysiert wird, so grof ist. 
daB sie fiir den Verlauf der Farbenreaktion bedeutungslos bleibt. Im 
letzten Abschnitt der Tabelle sind die Messungen an Monosacchariden zu- 
sammengestellt. Eine Korrektur fiir die Eigenfarbe des Orcins ist von allen 





Tabelle VII. 











P65 


Kohlenhydratgruppen usw 


Vv. 


Best. 


Anwendbarkeit d. Orcinreaktion z. 






























6100 oLU0- 7210 GSO Vou Zovo Jug UO F600 FFE 0 OSO'O OFLU OFZ'O 9rl'v FL20 OF 
wv > 8200 1990 CteU ZSU'0 = 6200 coe0 «ZIT L220) FOTO eoVO #920 ccg'v) OLE GG 
400°O CHOU + S60 - E870 L900 980°U C820 «RETO 6F20 =TITO 660 91420 coro E870 0% 
— \ a a — | ‘ salt _ ‘ nt ‘ 6 nant | _ eng . 
GVO + LAUT FESO b6EU VLU0 = 6E00 €6e0 LLIO OOCO  EITO RUCU S660 | 86FO GUE'O cl 
te0'0 + 2200 4 sJe°O = BELO 2900 = FU'U CHO =10Z0 FZI0 «G60 ere'0  09Z0 FFE O L9G U0 Ol 
L1I00+ €F0'O0— solo. ITO 8EU0 E100 ro'0 = 800 9g0°0 C100 90T0 Cello 1TTO 9oTO G 
OMOADY AMOANM SWANY eHOANY GHAANY srANYy eeANM | BAAN | aMeANy — sHeANM —_ 
it S tes ts “es ~UIUE OT ULL Of: ~WU | tu CT ~WWLL Ot: ~ UL OT -WIU Of: ~ULUE ~ ULE Of 
ts s tts {ts crs fo tS tgs jaz 
-stunuaen 
oud SOPHUIY ul yng + “a 
esOo]e x ast yu try vsoo ) VvsOl’ Ay 
BSOUBIEY — V V o+Q+h . q . aSOpYR[EY + oSOONTL) vSOUysUYy 
‘TILA P1194 ® OL 
1fO'T Eero 901 CEPrU Ok GrL'O 660 CrL’o CEP O cl 
6660 SEP O 1660 FFF 0 GZ oe? 0 Igro LIC’V 9¢FO UI 
0060 TOPO 968°0 GOF'O 0G 6LTO EFS 0 6ST 0 OFZ 0 g 
PVOANY-WUL OL  FWeANY-UUT OF PHGANY-UWGOL OOANY-UlE (fF; PHIANY-ULUL GY] AJOANY-ULU Og VVAOADY-WUL OL aA Y-UUl OF 
Les ecs ths “6S ats StS "oy Les eos ‘ 
ae a ni ae *.2 Ph Un a 3 CK 
asoun[Ty asoTvyRpey asOjor'] yn) aSOPHRINL) asopey, 
“ITA PTL? OBL. 
8 2s 2. ge ea eS Gees & w SS@Ecaq <f sf o3-5 oo & oe i S See=eezess 


1S* 
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in der Tabelle angefiihrten Werten abgezogen. Die Summen der von den 
einzelnen Messungen herriihrenden Werte bilden die vorletzte Doppel- 
kolonne, die letzte stellt die Differenz dieser Summen und der an Raffinose- 
lésung gemessenen Extinktionen dar. Die Ditferenzen sind wohl bisweilen 
ziemlich groB, da aber auch die Fehlerquellen bei den Einzelmessungen 
groB sind, kann man kaum bessere Chereinstimmung erwarten. Das Resultat 
des letzten Teiles des Versuchs scheint zu zeigen, daB nur ein Molekiil de: 
Monosaccharide in das sich bildende Farbstoffmolekiil eintritt, da es nur 
in diesem Falle méglich ist, von der Messung von Lésungen, die die Kom 
ponenten getrennt enthalten, auf die bei der Messung von Lésungen, dic 
alle Komponenten enthalten, gefundenen Resultate zu schlieBen, 


2. Hohere Polysaccharide. 

Weiter wurde die Methode zur Bestimmung der Art und Menge von 
Hexose in einigen Polysacchariden angewendet, deren Zusammensetzung 
im voraus bekannt war, und zwar Glykogen und Inulin. 

Glykogen. Ein reines Praparat von AKahklbaum, das 806°), Wasse1 
enthielt. wurde zur Untersuchung verwendet. 0,1018 ¢ davon wurden in 
100 cem Wasser gelést und 20 c¢cem dieser Lésung auf 100 cem verdiinnt. 
leem dieser Jetzteren Lésung wurde unter den normalen Versuchsbedin 
gungen 5, 10, 15, 20, 25 und 30 Minuten erwarmt und die Extinktion 
mit den Filtern S 53 und S 43 gemessen. Die Messungsergebnisse sind in 
Tabelle IX zusammengestellt. Die Tabelle zeigt, daB die Verhaltniszahlen 
fir Glykogen die gleichen sind, wie fiir Glucose, jedenfalls nach Verlaut 
von 10 Minuten. 

Tabelle IX. 


(rly kogen. 





Erwarmungs- Lichttilter s 53 Lichtfilter s 43 E Ke 
zeit 30 mm-Kiivette 10 mm-kiivette 2 Ey 
Min. Ey Ko Fy fiir Glucose 

5 0,250 0,267 1.06 1,24 

10 0,480 0,742 1,55 1,67 

15 0,557 1,179 2,12 2,08 

‘ 20 0,604 1,415 2.34 2,34 

25 0,631 1.631 2,58 2,58 

30 0,649 1.717 2.65 2.65 


Wird die Glykogenformel als n Cy,H,)O; angenommen, so soll 1 cem 
91,94 20 


- F - 1000 0.1872 mg Glykogen 
100 100. 100 , . 


(rlykogenlésung, der 0,1018 + 


enthalt, bei der Hydrolyse 0,1872 - ma 0,208 mg Glucose bilden. Ver 

gleicht man die Werte fiir E, und FE, mit den entsprechenden fiir Glucose 

in Tabelle Va, so sieht man, da die Glykogenwerte durechgehends ein 

wenig héher sind als die fiir Glucose, und rechnet man wie gewO6hnlich mit 

den Werten fiir S 53 und 20 Minuten, so folgt, daB das Glykogen eine 
0,604 . 

(rlucosemenge von 0.598. 0.2 mg 0,202 mg entspricht. D.h. also, dal 


0,202 


der Glucosegehalt des Glykogens zu ann 100 97°) gefunden wird. 
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Inulin. Zu den Versuchen wurde ein Praparat verwendet, das LO,79° 
Wasser enthielt. 0.1007 g davon wurden in 100 cem Wasser gelést, 20 com 
dieser Lésung auf 100 ccm verdiinnt und | cem davon zu jJedem Versuch 
unter normalen Bedingungen benutzt. Die Resultate der Extinktions 
messungen sind in Tabelle X zusammengestellt und auf Abb. 14 graphisch 
wiedergegeben. Aus der Tabelle geht hervor, dai die gemessenen Extink- 
tionen ein wenig héher sind als die mit Fructose (siehe Tabelle Vb) erhaltenen. 
und die Abbildung zeigt, daB die Form der Zeitkurven gleich ist der det 
Fructose, die Kurven aber ein wenig héher liegen als diese. Wird die Forme! 
des Inulins als n C,H,)O; angenommen, so entspricht die zum Versuch ve 

E _ 89,21 20 10060 180 
brauchte Inulinmenge 0.1007 - 100. 100° 100 ° 162 
und die Zeitkurven sollten daher mit denen der Fructose zusammentallen. 
t owird 


O.200 mig Hexose. 


In neuveren Untersuchungen tiber die Zusammensetzung des Inulins 

indessen angegeben, dali saurehydrolysiertes Inulin 3;,, Cdlucose enthalt, 

und wenn man diesen Befund der Rechnung zugrundelegt, sollte die Extink 

12 . 0,264 O.59S 

13 

0,290 sein, was genau zu dem gefundenen Wert (0,289) pabt. Dies ist 

jedoch zu einem gewissen Grade Zufall, da die Ubereinstimmung der anderen 
Punkte bei weitem nicht so gut ist. 


tion des Inulins nach 20 Minuten langem Erwarmen 


Q 7. a ——___—_—_——, 
G 


250| > SH 
; 3 te 








0 0 4 30 Min. 
Abb. 14 


Tabelle X. 





Inulin Fructose 
Erwarmungs- 
zeit Lichtfilter s 53 Lichttilter s 43 Lichttilter s 53 Lichtfilter S 43 
30 mm-Kiivette 10 mm-Kiivette 30 mm-Kiivette 10 mm-Kiivette 
Min. Ey E» E, E2 
5 0,262 0.312 0,222 0,291 
10 0,249 0,400 0,228 0.395 
15 0,261 0,455 0,249 0,470 
20 0,289 0,520 0,264 0,500 
25 0,307 0,563 0,277 0,542 
30 0.347 0.650 0.304 0,570 


D. Glykoside, 


Die Anwendbarkeit der Methode aut Glykoside wurde durch Versuche 
mit Amygdalin und Salicin erprobt. 


! Siehe H.H. Schlubach u. Horst Elsner. Ber. d. Deutsch. chem. Cres. 
62, 1493, 1929. 
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Amygdalin. Zum Versuch wurde ein reines kristallinisches Praparat 
von Merck verwendet, wovon 0,0987 g in 100 ccm Wasser gelést wurden. 
28.8cem dieser Lésung wurden mit Wasser auf 100 cem verdiinnt. und 
1 ecem dieser Lésung zu jedem der Versuche, die unter normalen Bedingungen 
ausgefiihrt wurden, benutzt. Die Resultate der Extinktionsmessungen 
sind in Tabelle XI zusammengestellt. Beim Erwarmen mit Schwefelsaéure 
werden auBer 2 Mol Glucose auch 1 Mol Benzaldehyd gebildet, welcher 
indessen nicht mit dem Orcin reagiert. 


Tabelle XI. 


Amygdalin. 





Erwarmungs- Lichtfilter S 53 Lichtfilter S 43 E- Ey, 

zeit 30 mm-Kiivette 10 mm-Kiivette = F 

Min. Ey Eo i fiir Glucose 
a) 0,181 0,192 1,06 1,24 

10 6,461 0,699 1,52 1,67 

15 0,569 1,133 1,99 2,08 

20 0,593 1,377 2,32 2,34 

25 0,635 1,642 2,59 2.58 

30 0,651 1,757 2.70 2.65 


Nimmt man an, daB 1 Mol Amygdalin 3 Mol Wasser enthalt und bei 
der Hydrolyse 2 Mol Glucose liefert, so sollte 1cem Versuchslésung 
0.987 . 28,8. L000 . 360 

100. 100. 100. 511 
Werte fiir £, und E, mit den entsprechenden Glucosewerten (Tabelle Va). 
so sieht man, daB die mit Amygdalin gefundenen Werte recht genau denen 
der Glucose entsprechen, und betrachtet man besonders den Wert fii 
S 53 und 20 Minuten lange Erwirmung, so ergibt sich, daB vom Amygdalin 
0.593 _ : y 0,593 a a 
0.598 0.2mg Glucose gebildet werden, oder daB 0.598" 100 = 99,2 °,, 
vom (Clucosegehalt des Amygdalins bei der Messung gefunden werden. 


- 0,200 mg Glucose geben. Vergleicht man die 


» Salicin. Zum Versuch wurde ein reines kristallinisches Praparat von 
Merck verwendet. 0,1011 g¢ davon wurden in 100ccm Wasser gelést. 
15.72cem dieser Lésung auf 100 ccm verdiinnt und von dieser Lésung 
leem zum Versuch benutzt, so daB also bei der Hydrolyse 


0.1011. 180. 15,72 . 1000 
286.100. 100 


gebildet werden. Wird der Versuch unter normalen Bedingungen durch- 
getiihrt, so erhalt man bei der Extinktionsmessung Werte, die bedeutend 
héher liegen, als 0.1 mg Glucose entspricht. Dies riihrt davon her, dal 
der bei der Hydrolyse von Salicin gebildete Salicylalkohol (oder vielleicht 
eher dessen Anhydrid, das Saliretin) ebenfalls mit Orcin unter Gelbfarbung 
reagiert. Mischt man indessen Glucose und Salicylalkohol (Saligenin) in 
dem Verhaltnis, in dem sie bei der Hydrolyse des Salicins gebildet werden, 
so erhalt man bei den Extinktionsmessungen iibereinstimmende Resultate. 
Diese sind zusammengestellt in Tabelle XII, aus der hervorgeht, da®B sich 
die Farbintensitaten der bei der Reaktion gebildeten Komponenten einfach 


0,100 mg Glucose 
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Tabelle NII. Saliecin. 





Salicin Glucose + Saligenin 
Erwarmungs- eapetninnemn — F 
zeit Lichttilter S53 Lichttilter s 48 Lichtfilter s 53 Lichtfilter s 43 
30 min-k iivette 10 mm-Kiivette 30 mm-KkKiivette 10 mm-hiivette 
Min. Ey Es E EF, 
5 0,137 0.453 0,150 0.453 
10 0,286 0,799 0,289 0.801 
15 0,370 1,044 0,369 1,043 
20 0.411 1,188 0.409 1,190 
30 0.465 1,490 0465 1.395 


E. Proteine. 


Hat man die Absicht, die Menge eines in ein Proteinmolekiil als inte- 
urierenden Bestandteil eingehenden Kohlenhydrats zu bestimmen, so mul 
man sich erst klarzumachen versuchen, um welches Kohlenhydrat es sich 
handelt. Die bisher besprochenen Resultate dieser Arbeit zeigen ja, dal 
die Mengenbestimmungen von Kohlenhydraten gefailscht werden kénnen, 
wenn man bei der Konzentrationsbestimmung ein anderes Kohlenhydrat 
als das im Protein vorhandene zum Farbvergleich benutzt. Um sich einen 
Begriff davon zu machen, um welches Kohlenhydrat es sich handelt, ver- 
diinnt man die zu untersuchende Proteinlésung, bis 1 cem derselben nach 
20 Minuten langem Erwarmen mit 2 ccm 2 °iger Orcinlésung und 15 cem 
Schwefelséure bei der Messung in der 30 mm-Kiivette im Stufenphotometer 
mit Lichtfilter S 53 eine Extinktion gibt, die etwa zwischen 0,4 und 0.8 
liegt. Auf Grund von Versuchen mit dieser Lésung werden nun vollstandige 
Zeitkurven unter normalen Versuchsbedingungen ausgearbeitet, idem 
man sowohl die Extinktion fiir S 53 als auch fiir S 43 (S 47) bestimmt. 
Der Verlauf dieser Zeitkurven und der Verhaltniszahlkurven, die man aus 
ihnen berechnen kann, wird dann mit groBer Wahrscheinlichkeit das be- 
treffende Kohlenhydrat zu erkennen erlauben. Wan bereitet sich dann cin 
Lésung des betreffenden Kohlenhydrats in bekannter und so abgepapter Kon- 
zentration, dag der Wert der Extinktionen der Kohlenhydratlésung und der 
Proteinlésung nach gewoéhnlicher Vorbehandlung. 20 Minuten langem Er- 
warmen und Messung mit Lichtfilter S 53, identisch wird. Hat man den 
Vergleich mit dem richtigen Kohlenhydrat angestellt, so sollen die beiden 
Gruppen von Zeitkurven (fiir das Kohlenhydrat und die Proteinlésung) 
zusammenfallen, wenn sie gleichzeitig und unter gleichen Bedingungen be- 
stimmt worden sind, Es zeigt sich indessen, dafs die Hydrolyse des Proteins 
durch die Schwefelsdure einige Zeit dauert, und daf daher die Extinktions- 
werte nach 5, 10 und bisweilen auch 15 Minuten langem Erwdarmen fiir das 
Protein etwas niedriger gefunden werden als fiir das Kohlenhydrat, wogegen 
die ldngeren Erwdrmungszeiten entsprechenden Ewtinktionswerte immer zur 
lbereinstimmung gebracht werden kénnen. 

Hat man so einmal bestimmt, welches Kohlenhydrat das Protein 
enthalt, so laBt sich dessen Wenge leicht dadurch finden, das man, nach 
normalem Erwaérmen von leccem Proteinl6sung durch 20 Minuten, die 
Extinktion fiir S 53 miBt und sodann direkt von der Konzentrationskurve 
des Kohlenhydrates abliest, welche Menge der gemessenen Extinktion 
entspricht. Als Beispiele fiir die Anwendbarkeit der Methode haben wir 
recht verschiedenartige Proteine gewahlt, namlich Eialbumin, Serum- 
albumin, Serumglobulin, Casein. Lactalbumin und Cliadin. 
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Eialbumin. Zum Versuch wurde ein siebenmal umkristallisiertes Ei- 
albumin benutzt, das in der friiher beschriebenen Weise! aus Hiihnereiweils 
dargestellt worden war. Das Eialbumin wurde in Wasser gelést und die 
Lésung so lange verdiinnt, bis |ecem davon mit Orcin-Schwefelsaure eine 
passende Farbung gab. Lleem der zum Versuch verwendeten Loésung 
enthielt dann 1.64 mg N oder 1,64. 6,4 10,5 mg wasserfreies Eialbumin. 
Abb. 15 zeigt den Verlauf der Zeitkurven, zusammengestellt mit den Zeit - 
kurven der Mannose. Man sieht deutlich, daB die Formen der beiden Kurven- 
paare zusammentallen, wenngleich die Eialbuminkurven im Anfang ein 
wenig .,verspatet*’ sind. Wir schlieBen daraus, daB das sich im Eialbumin 
vortindende Kohlenhydrat die Mannose ist *. Aus den Kurven ersieht man, 
daB die Menge der Mannose im Eialbumin etwa 0.2 mg entspricht. Bestimmt 
man aber die Konzentrationskurve des Eialbumins, so findet man. wie aus 
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Abb. 16 hervorgeht, daB der Verlauf der Kurve im hier untersuchten Kon- 
zentrationsbereich vollstandig geradlinig ist. Das bedeutet wahrscheinlich. 
daB die Gegenwart des Eialbumins die Farbe stabilisiert, und man muls 
daher, wenn man die Menge der im Eialbumin vorhandenen Mannose aus 
der Konzentrationskurve der Mannose bestimmen will, darauf Riicksicht 
nehmen und die gesuchte Menge ‘nicht von der eigentlichen Mannosekurve. 
sondern von deren punktierten geradlinigen Verlangerung ablesen. Aut 
diese Weise ergibt sich, daB 1 cem Eialbumin 0,180 mg Mannose entspricht. 
10,4mg wasserfreien Eialbumins also 0,180 mg oder 1.71% Mannose 
enthalten®. 

Serumalbumin. Zum Versuch wurde ein nach der friiher gegebenen 
Vorschrift* aus Pferdeserum hergestelltes kristallinisches Serumalbumin 


tos. POL. Serensen u. Margrethe Heyrup, C. r. Lab. Carlsberg 12, 
12, 1916. 

2S. Frankel u. C. Jellinek, diese Zeitschr. 185, 392, 1927, haben zuerst 
Mannose im Eialbumin nachgewiesen. 

3 PRP. A. Levene u. T. Mori, J. of biol. Chem. S4. 49, 1929, finden 0,26 °,, 
in dreimal umkristallisiertem FEialbumin. 

48. P.L. Serensen, C.r. Lab. Carlsberg 18, Nr. 5, 8.55: IWolloidzeitsehr. 
93, 177, 1930. 
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verwendet. Bei einer sehr griindlichen Fraktionierung durch fraktionierte 
Kristallisation war auBer anderen Fraktionen eine leichtlésliche (1.) und 
eine recht schwerlésliche Fraktion (7';) gewonnen worden. Beide wurden 
durch Umkristallisieren, Dialyse., Fallung mit Ather-Alkonol bei 11° und 
Extraktion mit wasserfreiem Ather nach Hewitt! noch weiter gereinigt,. 
und endlich im Vakuum iiber Schwefelsaure getrocknet. Beide Fraktionen 
waren schéne, weibe Pulver, lésten sich leicht in Wasser und waren nur 
zu einem ganz geringen Teil denaturiert. Die Lésungen wurden filtriert ; 
elie Probe des Filtrats kristallisierte leicht und willig. Die Stickstoft 
bestimmungen zeigten, das Lésung L, pro Kubikzentimeter 5,18 img N 


oder 5,18. 6,4 33,15 mg wasserfreies Serumalbumin§ enthielt. 7’; pro 
Kubikzentimeter 27,29mg N oder 27.29. 6.4 174.64 mg wassertreies 


Serumalbumin. Nun wurden in gewohnlicher Weise die Zeitkurven fiir 1 
ausgearbeitet. Aus der Betrachtung dieser Kurven (Kurve IT und II aut 
Abb. 17) geht hervor, daB sie in der Form am ehesten denen der Mannose 
entsprechen. Es zeigte sich jedoch, als man die Mannosekurve fiir S 53 
mit der S 53-Kurve fiir L, zur Deckung brachte. daB dann die Mannose 
kurve fiir S 43 (Kurve IIL der Abb. 17) viel héher zu liegen kam als die 
entsprechende Kurve fiir 1,. Von anderen Kohlenhydraten kam der Form 
der L,-Kurven nach nur Galaktose in Betracht; diese gibt jedoch in einer 
Konzentration, die deren S 53-Kurve mit der entsprechenden von L, zu 
Deckung bringt, fiir S47 eine Kurve (Kurve IV der Abb. 17), die viel 
tiefer liegt als die fiir L,. Als nachste Méglichkeit kam die einer Mischuny 
von Mannose und Galaktose in einfachen Mischungsverhaltnissen in Betracht. 
z. B. 2 Mol Mannose auf | Mol Galaktose. Als die Konzentration eine! 
solechen Mischung so abgepaBbt wurde, daB deren S 53-Kurve mit der fiir 1 
zusammenfiel, fand man, daB die S 47-Kurve der Mischung (Kurve V. 
Abb. 17) noch etwas zu hoch lag. wogegen ein Mischungsverhaltnis von 
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Abb. 17. 


1 Mol Mannose zu 1 Mol Galaktose die Kurven VI und VIE lieferte, welche 
zwar bei den kurzen Erwarmungszeiten noch etwas zu hoch liegen, wei! 
da die L,-Kurven .,verspatet’’ sind, welche aber bei den drei langen Er 
warmungszeiten Zahlen gaben. deren Ubereinstimmung mit den = ent- 
sprechenden Werten fiir | IP auberordentlich zutriedenstellend ist. 


1 L. F. Hewitt, Biochem. J. 21, 216, 1927. 
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Tabelle XIII zeigt, wie die Verhaltniszahlen fiir Mannose, Galaktose 
und deren Mischungen variieren, und zeigt in den beiden letzten Kolonnen 
die Ubereinstimmung der Zahlen fiir Serumalbumin 1, und eine passende 
Mischung gleicher Teile von Mannose und Galaktose. 


Tabelle XIII. 


Verhaltniszahl Fy £,. ££, ist die Extinktion fir S47, 30-mm-Kiivett., 
E, ist die Extinktion fiir S 53, 30-mm-Kiivette. 





11,4 cem 8,3 cem 
, naar epee 0,10 © gig. 0,10 9 pig. 
1cem 0,10 ° gig. 0.10 Ooi Mannose Mannose : 
Ey Mannose auf Galak 10 B- f + 5,7 ecm 8.3 com serum- 
od 100 cem ver- eo 0,10 9 gig. 0,10 © gig. albumin 
wirmungs- . 100 cem ver- a. ee, olf 
wale diinnt, davon dhant. dave Galaktose auf Galaktose auf Ls 
1 eem 1 ae = 100 cem_ ver- 100 cem ver- BE 
ky E diinnt, davon diinnt, davon E, 
i 2 1 ecm leem “4 
‘. By E2 Es 
Min. E; E, 
20) 2.51 1,95 2,30 2,19 2,19 
25 2.61 2,10 2.42 2.36 2.35 
30 2.68 2,22 2.53 2.44 2.44 


Die Konzentrationen der verschiedenen Lésungen sind so abgepabt,. 
daB die Extinktion fiir S 53 nach 20 Minuten Erwarmen in allen Fallen 
gleich ist (0,660). 


C. Rimington' gibt an, daB die Kohlenhydratgruppe, die sich in den 
Serumproteinen von Rinderblut wie von Pferdeblut findet, wahrscheinlich 
aus 2 Molen Mannose und 1 Mol Glucosamin bestehe, wogegen H. Bierry* 
zeigte, daB im Pferdeserumalbumin sowohl Mannose als Galaktose auBer 
(ducosamin vorkommen. Unsere Resultate stimmen mit der letzteren 
Angabe iiberein, indem wir keine Glucose finden, wei! Glucosamin nicht mit 
Orcin-Schwefelséure reagiert. 

Die zum letzten Versuch verwendete Mischung von Mannose und 
Galaktose besteht aus 8,3 cem 0,1 °oiger Mannoselésung -} 8,3 ccm 0,1 °oiget 
Galaktoselésung, verdiinnt auf 100 cem. Hiervon wurde zum Versuch | cem 
angewendet, und das Serumalbumin L, sollte folglich eine dementsprechende 
Menge von Mannose -+ Galaktose enthalten. Es zeigt sich indessen, daB 
die Konzentrationskurve fiir 1, ebenso wie die fiir Eialbumin geradlinig 
verlauft und man daher die im Serumalbumin vorhandene Menge von 
Kohlenhydrat auf der punktierten geradlinigen Verlangerung der Kon- 
zentrationskurve fiir Mannose -+- Galaktose (Abb. 18) ablesen muB, statt 
auf der eigentlichen Konzentrationskurve. Auf diese Weise ergibt sich, 
daB leem Serumalbumin JL, 0,157 mg Mannose -}- Galaktose enthalt. 
Da leem Ly, 33,15 mg wasserfreien Serumalbumins entspricht, folgt also, 

0,157 . 100 


daB Ls 33.15 = 0,47°3 Mannose -- Galaktose enthalt. 


Beim Serumalbumin 7’; verhalt sich die Sache etwas anders, da der 
Kohlenbydratgehalt dieser Fraktion so gering ist, daB die Ausarbeitung 
von Zeitkurven dadurch unméglich wird. Nimmt man indessen an, dab 


' ©. Rimington, Biochem. J. 25, Nr. 4, 8. 1062, 1931. 
2 H. Bierry, C.r. Acad. Sciences 192, 240, 1931. 
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das in dieser Fraktion enthaltene Kohlenhydrat das gleiche sei wie das der 
Fraktion Lz, so kann man von der Konzentrationskurve der Mischung 
von 1 Mol Mannose + 1 Mol Galaktose die der Extinktion von 7, ent- 
sprechende Menge ablesen. Die Extinktion von 7’; war sehr gering und seli 
schwer zu bestimmen, weil die Lésung von 7’; in bezug auf Serumalbumin 
sehr konzentriert und deren Eigen- — ,, 
farbe beim Erwiarmen mit Schwefel-  "~ 
siure daher fast ebenso stark war 
wie die Farbe des eigentlichen Be- 
stimmungsgemisches. Wir kénnen 
daher nur sagen, da die Extink- 
tion etwa bei 0,10 bis 0,18 lhegt 
und der Gehalt der Lésung an Man- 
nose +- Galaktose zwischen 0,015 
und 0,030mg liegen mu. Der 
Gehalt der Fraktion 7’; liegt 

0.015. 100 

174.6 
0.030 . 100 
174,6 








demzufolge zwischen 


0.009 &, und 
"0 
0,017 %. 


Dische und Popper! geben an, 
daB Serumalbumin (Merck) 1,08 °> 0 GO! aa Ge 46 
Kohlenhydrat enthalt, also bedeu- Abb. 18. 
tend mehr als wir, selbst in L., ge- 
funden haben. Die Erklarung ist sicher darin zu suchen, dali beide von uns 
untersuchten Serumalbuminfraktionen viele Male umkristallisiert worden 
sind, wobei die am leichtesten léslichen Komponenten, die wahrscheinlich die 
eventuell vorhandenen Kohlenhydratgruppen enthalten, vorzugsweise in 
den Kristallisationsmutterlaugen verblieben sind. Damit stimmt auch 
iiberein, daB die von uns untersuchte schwerlésliche Fraktion 7’, so gut 
wie kohlenhydratfrei ist (0,017), wahrend die leichtlésliche Fraktion 1, 
bedeutend mehr Kohlenhydrat (0,47 °,) enthalt. 








Serumglobulin. Zu den Versuchen wurde ein Globulin verwendet, das 
aus mit Ather-Alkohol behandeltem Pferdeserum durch Fallung mit 
Ammoniumsulfat bis zur Halbséttigung dargestellt worden war. Das 
Globulin wurde fiinfmal umgefallt und in Wasser gelést. Die Stickstoft- 
bestimmung ergab 8,91 mg wasserfreies Globulin pro lcem Lésung. Die 
Zeitkurven der Globulinlésung wurden in gewéhnlicher Weise ausgearbeitet 
und zeigten ganz wie die Serumalbuminkurven dieselbe Form und Lage 
wie die Kurven einer Mischung von gleichen Teilen Mannose und Calaktose. 

Mit Hilfe der Konzentrationskurve (Abb. 18) fand man, daB 1 cem 
Globulinlésung 0,162 mg der Mischung von Mannose + Galaktose enthielt, 
was 1,82 °4 des wasserfreien Globulins entspricht. 

Rimington gibt an, daB das Serumglobulin 3.7°, eines Trisaccharids 
enthalt, das aus 1 Mol Glucosamin und 2 Molen Mannose besteht. Wenn 
wir die von uns gefundene Zahl (1,82) mit Rimingtons Angabe (3,7 °.) 
vergleichen wollen, miissen wir uns daran erinnern, dab wir als Vergleichs- 


! Diese Zeitschr. 175, 389, 1926. 
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fliissigkeit eine Mischung von gleichen Teilen Mannose und Galaktose 
yvebraucht haben, wahrend Rimington Glucose verwendet. Wenn auch wir 
mit Glucose verglichen hatten, wiirde die von uns gefundene Kohlenhydrat- 
menge durch eine um etwa 25% héhere Zahl angegeben werden, und da 
weiterhin Rimingtons Zahlen einem Trisaccharid entsprechen, wovon nui 
zwei Drittel mit Orcin-Schwefelséure reagieren, so entsprechen unter diesen 
3 125 
2 100 

Casein. Zum Versuch wurde die gewoéhnliche Handelsware benutzt 
(Casein nach Hammarsten), die durch Lésen in Natronlauge, Fallung mit 
Salzsiure und sorgfaltiges Waschen des Niederschlags gereinigt wurde. Dies 
wurde zweimal wiederholt, das so gereinigte Casein in der geringsten moég- 
lichen Menge n/5 Natronlauge gelést, und die Lésung verdiinnt, bis 1 cem 
beim Erwirmen mit Orcin-Schwefelsiure eine passende Farbung gab. 

15.63 


Leem dieser Lésung enthielt 5,06mg N oder 5,06- 100 32.38 me 


Umstanden unsere 1,82 °,: - 1.89 3,41 %. 


Casein. 

Die Vermutung liegt nahe, daB das hier vorhandene Kohlenhydrat 
Lactose sei. Die S 53-Zeitkurve der Caseinl6sung zeigte indessen eine 
abnliche Form wie die der Galaktose mit einem Gipfelpunkt nach 10 Minuten 
langem Erwiarmen, im Cregensatz 
zur gleichmaBig steigenden Lactose - 





125 
&.) 


100 | 


kurve. 

Abb. 19 zeigt die Zeitkurve so- 
wohl fiir Casein (+), wie fiir eine 
0,01 sige Galaktosel6sung (©) und 
die S 53-Kurve fiir eine 0,0108 °gige 
Lactoselésung ((J). 

Man ersieht sogleich aus den 
Kurven fiir S 53, daB die Lactose- 
| kurve am Antang viel tiefer und am 
q 5 10 6% 20 @& 3 Mn SchluB etwas hoher liegt als dieCasein - 
kurve, wahrend die Galaktose- und 
Caseinkurven einander recht genau 
folgen, wenn man davon absieht, daB die Caseinkurven anfangs etwas ,,ver- 
spatet “ sind; nur der Wert fiir S 47 und 30 Minuten langes Erwarmen liegt bei 
Casein héher als bei Galaktose, was jedoch wohl einer recht stark aut- 
tretenden Fluoreszenz in der Kompensationslésung des Caseins zuzu- 
schreiben ist, welche die Messung erschwert. Wir betrachten es hiermit 
als erwiesen, daB das in Casein enthaltene Kohlenhydrat Galaktose ist. 
Die Menge der Galaktose im Casein entspricht 0,1 mg pro Kubikzentimeter, 
da die Konzentrationskurve der Galaktose in diesem Gebiet geradlinig 


O.1. 100 f 
verlauft. Casein enthalt also 0,31°, Galaktose. J. Tillmans 


32,38 
und K. Philippi! geben an, daB mehrfach umgefalltes Casein 0,36 bis 0,55 ©. 
Kohlenhydrat enthalt. 
Lactalbumin. Das zum Versuch verwendete Praparat wurde aus nicht 
pasteurisierter Magermilch dargestellt. Nach dem Ausfallen des Caseins 
wurden Albumin und Globulin mit Ammoniumsulfat im Filtrat ausgefallt 














Abb. 19. 


1 Diese Zeitschr. 215, 50, 1929. 
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und daraut durch fraktionierte Fallung mit Ammoniumsulfatlésung von 
einander getrennt. Auch die Albuminfraktion wurde fraktioniert gefallt 
und zum Versuch die am schwersten lésliche Fraktion benutzt. Der aus 
yeschiedene Niederschlag wurde mit einer Ammoniumsulfatlésung passende) 
Starke gewaschen, bis das Filtrat keine .Wolisch-Reaktion mehr gab, sodann 
gelést und wieder gefallt. Dies wurde noch zweimal wiederholt ; das Filtrat 
der letzten Fallung gab keine Reaktion mit Orcin-Schwefelsaure. Der 
Niederschlag wurde in Wasser gelést und die Lésung filtriert. Sodann 
wurde die stark gelb gefarbte Lésung solange verdiinnt, bis 1 cem davon 
beim Erwarmen mit Orcin-Schwefelsiure eine passende Farbe gab. 1 cem 

3.61. 100 


der Losung enthielt nunmehr 3.61mg N, was nach Sebelin! 15.77 
Odd 


22.89 mg Lactalbumin entspricht. 

Auch in diesem Falle lag es nahe, das Vorhandensein von Lactose zu 
vermuten, doch zeigen die Zeitkurven der Abb. 20 ganz wie beim Casein, 
daB es sich um einen Calaktosegehalt handelt. In noch hoherem (trade 
als beim Casein macht sich die EKigenfarbe des Lactalbumins geltend, wd 
eme noch starkere gelbgriine Fluo- 





reszenz erschwert die Messungen “[— a j 
ganz ungemein. é | 

Die Menge der Galaktose im 
Lactalbumin entspricht 0.1 mg pro 
Kubikzentimeter, was einen Gehalt 


OL. 100 
von —>5 89 0.44°, bedeutet. 97 


Zum Vergleich sei angefiihrt, dal 
J. Tillmans und K. Philippi (a. a. O. 
S. 50) angeben, in dem = gesamten | 
Albumin- und Globulingehalt der 0 
Milech fanden sich 1.3 bis 1.5% Abb. 20. 


Kohlenhvadrat. Lactalbumin 
_ Galaktose. 


Gliadin. Das Gliadinpraparat O = Lactose. 
stammte von einem noch nicht publi- 
zierten Fraktionierungsversuch mit einem im voraus gereinigten Praparat. 
Dieses Ghadinpraparat wurde in 60 vol.-°oigem Alkohol gelést und bei 
11° stehengelassen, wobei ein Teil des Gliadins ausfiel. Der Niederschlag 
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wurde von neuem in 60 vol.-°oigem Alkohol gelést und bei 11° gehalten. 
Dies wurde im ganzen 14mal wiederholt und ein Teil des Niederschlags, der 
von der letzten Fallung stammte, wurde in 60 vol.-°,igem Alkohol gelést. 
mit absolutem Alkohol gefallt und mit Alkohol und Ather getrocknet 2. 
In diesem Praéparat haben wir Art und Menge des Kohlenhydratgehalts 
bestimmt. Auf Grund der so oft wiederholten Lésungs- und Fallungs- 
operationen kann man wohl sicher damit rechnen, daB jede Verunreinigung 
entfernt war und nur die Kohlenhydratgruppen, die in das Kompenenten- 
system des Gliadins eingehen, vorhanden waren. 

Das Gliadin wurde unter Zusatz einer geringen Menge Schwefelsaure 
in Wasser gelést. Da es sich als schwierig erwies, die Losung so stark herzu- 


' Siehe O. Kestner, Chemie der Eiweibkérper S. 198, 1929. 
* Siehe tibrigens G. Haugaard u. A. H. Johnson, C. vr. Lab. Carlsberg 
Is, Nr. 2. 1930. 
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stellen, daB sie mit der Orcin-Schwefelsiure eine passende Farbung ergab, 


war es notwendig, das Gliadin bei héherer Temperatur (60 bis 70°) aut- 
zulésen, die Proben warm in gewogene Kolben zu pipettieren und spate! 
die gefundenen Extinktionswerte auf die gleiche Gewichtsmenge Gliadin- 
lésung umzurechnen. Die verwendete Gliadinlésung enthielt 12,06 mg N 
12,6. 100 
17,71 
Gliadins entspricht. Die Zeitkurven fiir Gliadin wurden nun in gewohnlicher 
Weise ausgearbeitet und haben, wie Abb. 21 zeigt, die gleiche Form wie 
die der Mannose. Um fiir S 53 und 20 Minuten Erwarmung die gleiche 


pro Kubikzentimeter, was einer Menge von 68, | mg wasserfreien 
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Abb. 21. 
= Gliadin. O = Mannose. 


Extinktion zu geben, wie die Gliadinlésung, soll eine Mannoselésung 
0,133 mg im Kubikzentimeter enthalten. Die Zeitkurven einer Mannose- 
lésung von dieser Starke sind ebenfalls auf Abb. 21 eingezeichnet. Die 
Ubereinstimmung zwischen Gliadin- und Mannoselésung ist so gut wie 
man es erwarten kann, und die ersten Punkte der Gliadinkurven sind, 
wie man sieht, nur wenig ,,verspitet’’. Die Mannosemenge in der Gliadin- 
0,133 . 100 
68,1 
J. Tillmans und K. Philippi (a.a.Q. S. 46) geben an, daB Weizengliadin 
0,6 bis 0,74°, Kohlenhydrat enthalt. 


lésung ergibt sich zu = 0,20°, des wasserfreien Gliadins. 
& 2 0 


Zusammenfassung. 


Im Abschnitt A wird die zuerst von J. Tillmans und Kk. Philippi 
zu quantitativen Bestimmungen angewendete Orcinmethode beschrieben 
und ausfihrlich darauf eingegangen, welche Faktoren (Temperatur. 
Orcinkonzentration, Schwefelsiurekonzentration und Erwarmungszeit) 
fiir den Reaktionsverlauf von Bedeutung sind. 

Im Abschnitt B wird durch Anwendung auf eine Reihe von Mono- 
sacchariden (Aldohexosen: Glucose, Mannose und Galaktose; Keto- 
hexosen: Fructose und Sorbose; Pentosen: Arabinose und Xylose, 
sowie die Methylpentose Rhamnose) gezeigt, daB die Orcinmethode 
in der von uns gebrauchten Form eine Charakterisierung der verschie- 
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Anwendbarkeit d. Orcinreaktion z. Best. v. Kohlenhydratgruppen usw. 


denen Monosaccharide durch die Form und Lage ihrer Zeitkurven 
erméglicht. Eine Ubersicht iiber das Verhaltnis dieser Zeitkurven 
zueinander wird durch die auf Abb. 13 zusammengestellten Verhaltnis- 
zahlkurven gegeben. 

Im Abschnitt C wird durch Untersuchung einer Reihe zusammen- 
gesetzter Saccharide (Disaccharid Lactose, Trisaccharid Raffinose und 
Polysaccharide Glykogen und Inulin) gezeigt, daB die Reaktion der 
Kohlenhydrate mit Orecin und Schwefelsdiure ein additiver Proze ist. 

Im Abschnitt D wird die Anwendbarkeit der Methode zur Be- 
stimmung des Glucosegehaltes zweier Glykoside (Amygdalin und 
Salicin) gezeigt. 

Im Abschnitt E wird das Verfahren zur Bestimmung von Art 
und Menge des oder der in Proteinen enthaltenen Kohienhydrate  be- 
sprochen und gezeigt, 

a) daB ein oftmals umkristallisiertes Kialbumin 1,71°,, Mannose 
enthielt, 

b) daB eine leichtlésliche, mehrmals umbkristallisierte Serwim- 
albuminfraktion 0,47 °,, eines Kohlenhydrates enthielt, das aus gleichen 
Teilen Mannose und Galaktose bestand: eine schwerlésliche Fraktion 
enthielt nur ganz geringe Mengen von Kohlenhydrat (0,02°,). 

c) Ein mehrfach umgefilltes Pferdeserumglobulin enthielt 1,82 °, 
Kohlenhydrat, das ebenfalls aus gleichen Teilen Mannose und Galaktos: 


bestand. 

d) Ein gut gereinigtes Casein enthielt 031°, Galaktose, aber keine 
Lactose. 

e) Gut gereinigtes Lactalbumin enthielt 0,44°,, Galaktose und 
keine Lactose. 

f) Eine schwerldsliche, vielmals umgefallte Wetzengliadinfraktion 
enthielt 0,20°,, Mannose. 


Zum SchluB wiinschen wir dem Vorstand des Laboratoriums, Herrin 
Professor Dr. S. P. L. Serensen, fiir Rat und Beistand und sein niemals 
erlahmendes Interesse an der Ausfiihrung unserer Arbeit zu danken. 


Einige Eigenschaften der Glyoxalase 
und der Mechanismus der Antiglyoxalasewirkung. 


Von 
Juozas Osja Girsavieius'. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Universitat Cambridge, 
England.) 


(Eingegangen am 4. Mdrz 1933.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


In zwei friiheren Mitteilungen? sind Versuche beschrieben, die 
zunachst mit der Absicht angestellt wurden, die Antiglyoxalasewirkung 
von Pankreaspriparaten reaktionskinetisch zu untersuchen. Als Mal 
der Glyoxalasewirkung diente in diesen Versuchen zunachst die aus 
Bicarbonat freigesetzte Kohlensiure, spater der Phenylglvoxalschwund. 
Dabei zeigte es sich aber, daB nichtenzymatische Umsetzungen des 
Phenylglyoxals mit Bestandteilen der Pankreaspriaparate (vor allem 
wohl Aminoverbindungen) einen Phenylglyoxalschwund von nicht 
unbetrachtlicher Gr6Be verursachen; zugleich findet auch eine mano- 
metrisch meBbare Gasentwicklung statt. Da die Stoffe in Pankreas- 
priparaten, die diese Umsetzung des Phenylglyoxals herbeifiihren, 
wahrscheinlich allgemeine Gewebebestandteile sind (dafiir sprechen 
unter anderem die ahnlichen Umsetzungen mit EiweiBstoffen), machte 
ich ferner die Annahme, daB auch ein Teil des Phenylglyoxalschwundes 
in Leberextrakt (und ahnlichen Glyoxalaselésungen) nicht durch die 
Glyoxalase, sondern durch nichtenzymatische Reaktionen verursacht 
wird. Damit wurde aber die Substratbestimmung als Methode der 
Glyoxalaseuntersuchung hinfallig, jedenfalls solange die beiden Formen 
des Glyoxalschwundes, enzymatisch und _ nichtenzymatisch, nicht 
getrennt werden konnten. DaB8B solche nichtenzymatischen Reaktionen 
wirklich die Versuchsergebnisse wesentlich beeinflussen, jedenfalls 
unter den zu dieser Arbeit gewahlten Versuchsbedingungen, wird 
weiter unten gezeigt. 


' Benn W. Levy, Student. 
2 Girsavitius, Biochem. J. 24, 446, 1930; 25, 1807, 19381. 
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Der groBte Teil der nichtenzymatischen Umsetzungen ist wohl auf 
Kosten stickstoffhaltiger Verbindungen der Gewebeextrakte zu setzen, 
besonders wohl auf Kosten der Eiweibstoffe. Dab diese Stoffe fiir den 
gesamten nichtenzymatischen Glyoxalschwund verantwortlich — sind, 
ist aber nicht erwiesen. Der Kurze halber méchte ich alle aus Gewebe- 
extrakten und sonst aus biologischem Material stammenden Stoffe, 
die einen nichtenzymatischen Glyoxalschwund unter ,,physiologischen* 
Bedingungen verursachen, glyoxaffine Substanzen nennen. Die Um- 
setzung dieser Substanzen mit Glyoxalen will ich die Glyoxaj/finreaktion 
nennen. 

Um die Untersuchung der Glyoxalase und Antiglyoxalase fort- 
zusetzen, griff ich auf Dakin und Dudleys bekannte Methode, polari- 
metrische Mandelsiurebestimmung, zuriick. Die mit dieser Methode 
(in abgeanderter Form) erhaltenen Ergebnisse sind in einer weiteren 
Mitteilung! beschrieben. Die gleiche Methode habe ich dann zur Unter- 
suchung der Antiglyoxalase benutzt. Dabei ergab sich bald eine Tat- 
sache von grober methodischer Bedeutung: von einem geeigneten 
Pankreatinpraparat geniigen schon diuBerst geringe Mengen zur vollen 
Enzymhemmung: die direkte Einwirkung des Pankreatins auf das 
Phenylglyoxal kann dabei ganz vernachlassigt werden. 

Die Beobachtung gab mir die Méglichkeit zur Bestimmung des 
Substratschwundes, als Methode der Glyoxalaseuntersuchung, zuriick- 
zukehren. Die Substratzerstérung durch die glyoxaffinen Substanzen 
des Leberextraktes kann in Kontrollansitzen nach Enzymhemmung 
bestimmt werden. Auf dieser Versuchsmethodik ist der gréBere Teil 
der in dieser Mitteilung beschriebenen Versuche aufgebaut. 

Die Notwendigkeit, solche Kontrollansatze anzustellen, und tiberhaupt 
die Bedeutung der Glyoxaffinreaktion tir Glyoxalaseuntersuchungen, ist 
durch neuere Verdéffentlichungen verschiedener Autoren sehr eingeschrankt 
worden; vor kurzem hat Lohmann* die auBerst bedeutungsvolle Tatsache 
mitgeteilt, daB das Coenzym der Glyoxalase, dessen Existenz schon durch 
andere Untersuchungen sehr wahrscheinlich erschien, nichts anderes ist 
als Glutathion in der Sulfhydrylform (GSH.). Dabei kann, nach Lohmann, 
die Glyoxalase durch geeignete GSH.-Zugabe weit tiber die den Gewebe- 
extrakten eigene Wirksamkeit hinaus verstarkt werden. Verglichen mit 
der durch GSH.-Zugabe aktivierten Enzymwirkung treten die nicht- 
enzymatischen Reaktionen so sehr zuriick, daB sie wohl, ohne wesentlichen 
Fehler, vernachlassigt werden kénnen. 

Dab bei geeigneten Versuchsbedingungen die nichtenzymatischen 
Reaktionen in den Hintergrund treten kénnen, und zwar auch ohne Zusatz 
von GSH., geht auch aus der kirzlich ver6ffentlichten Mitteilung von 
Ariyama und Kobayashi® hervor. Bemerkenswert an dieser Arbeit. ebenso 


! Girsavi*ius, Biochem. J. 26, 155, 1932. 
2 Diese Zeitschr. 254. 332, 1932. 
3 J. of Biochem. 16, 317, 1932. 
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wie an der friiheren Arbeit von Sakuma’, ist die grobe Wirksamkeit stark 
verdtinnter Enzymlésungen. In den Versuchen der japanischen Autoren 
findet etwa 50% Umwandlung des zugesetzten Methylglyoxals in 10. bis 
20 Minuten statt; dabei enthalten ihre Versuchsansatze den (wie tiblich 
hergestellten, etwa 20 °,igen) Gewebeextrakt in einer Verdiinnung von |: 10 
bis 1: 20. Es ist leicht zu verstehen, daB in ihren Versuchen die Glyowxaffin- 
reaktionen eine ganzlich untergeordnete Rolle spielen. Der Unterschied 
zwischen den von mir und von Ariyama und Mitarbeitern gefundenen 
Enzymwirksamkeiten bedarf der Erklérung. In den stark verdiinnten 
Enzymlésungen sollte man eigentlich eine geringe Enzymwirksamkeit 
erwarten. Denn das Coenzym, GSH., kann nur in auberst geringer Kon- 
zentration vorhanden sein. Andererseits scheint Methylglvoxal als Substrat 
fiir die Glyoxalase wesentlich giinstiger zu sein als Phenyviglyoxal*. Auch 
die scehnelle Abnahme der Enzymwirksamkeit beim Stehen, selbst bei 
Kisschranktemperatur*®, mu® zur geringeren Enzymwirksamkeit in meinen 
Versuchen beigetragen haben: die Leberextrakte konnten. aus auBeren 
Griinden, erst nach meist 12- bis 48stiindigem Lagern der Lebern im Eis- 
schrank bereitet und benutzt werden. 


Andere Autoren berichten, auch bei Gebrauch von Methylglvoxal, 
weniger giinstige Ergebnisse als Aréyama und seine Mitarbeiter. Haarmann4 
benutzt Gewebebrei, 1:7 verdiinnt (das entspricht sogar hoheren Gewebe- 
extraktkonzentrationen als in meinen Versuchen): nach zwei- bis drei- 
stiindiger Inkubation® findet er einen Methylglyoxalschwund von etwa 70 
his fast 100°). Bei der wesentlich schwacheren Enzymwirksamkeit ist denn 
auch der Umsatz des Methylglyoxals in Milchsaéure bei Haarmann weniger 
vollstandig als bei Ar? yama und Kobayashi. Wabhrend diese Autoren durch- 
weg fast 100% des verschwundenen Methylglyoxals als Milchséiure wieder- 
finden, liegen bei Haarmann die Umsitze meist zwischen 80 und 90°. 
Dabei zeigen seine Versuche zugleich die interessante Tatsache, dali bei 
Enzymhemmung (durch Toluol) nicht nur weniger Methylglyoxal an- 
gegriffen wird, sondern auch ein geringerer Prozentsatz des umgesetzten 
Methylglyoxals als Milchsaéure wiederzufinden ist. Es schemt wahrscheinlich, 
daB in solchen Fallen die Glyoxaffinreaktion neben dem gehemmten Enzym 
starker zum Vorschein tritt. Wesentlich ungiinstiger als bei Ari yama und 
Kobayashi sowie Sakuma liegen die Verhaltnisse auch bei Auhn und 
Heckscher®. Diese Autoren verdiinnen ihre Enzymlésungen in den Versuchs- 
ansatzen auf etwa !/, bis '/,; dabei sind mehrere Stunden n6étig, um (beispiels- 
halber) 30 bis 50% des zugesetzten Methylglyoxals zum Verschwinden zu 
bringen. Unter diesen Umstanden diirfte, nach meinen Erfahrungen zu 
urteilen, die Glyoxaffinreaktion eine gréBere Rolle spielen. Die Unterschiede 


1 J. of Biochem. 12, 247, 1930. 

> Hayashi, diese Zeitschr. 206, 223, 1929; Lohmann, |. ©. 

3 Ariyama, J. of biol. Chem. 77, 359, 1928; Ariyama ua. Kobayashi, 
l.c.; Okuyama, J. of Biochem. 16, 237, 1932. 

4 Diese Zeitschr. 255, 125, 1932. 

5 Uber die Inkubationsdauer in diesen Versuchen sagt Haarmann 
nichts. Man mu wohl annehmen, dab es die gleiche war wie in 
seiner friiheren Arbeit (diese Zeitschr. 255, 103, 1932). d. h. 2. bis 
3 Stunden. 

® Zeitschr. f. physiol. Chem. 160, 116, 1926. 








ZI 








Kigenschatten der Glyoxalase usw. 2s] 


in manchen Betunden Awhn und Heckschers, verglichen mit) anderen 
Autoren. diirften wohl so thre Erklarung finden. 


Zusammenfassend méchte ich sagen, daB die Ergebnisse Lohmanns 
sowie Ariyama und Kobayashis zwar die Bedeutung der Glyoxaffin- 
reaktion fur die Glyoxalaseuntersuchung stark einschranken, sie aber 
keineswegs ganz beheben. Denn Bedingungen, bei denen die Glyoxalase 
stark aktiv ist, Methylglyoxal als Substrat' und geniigende GSH.- 
Konzentration, sind nicht bei allen Versuchen realisierbar. Die Méglich- 
keit, nach der hier beschriebenen Methode die Glyvoxaffinreaktionen 
durch Kontrollversuche auszuschalten, durfte daher bei manchen 
Fragestellungen von Wert sein. 


I. Der .Anfangssehwund* des Phenylelyoxals. 


Zu einem Gewebeextrakt oder einer EKiweiblésung zugesetztes 
Phenvlglvoxal ist im enteiweiBten Filtrat nicht quantitativ wieder 
zufinden, selbst’ wenn die EnteiweiBung augenblicklich erfolgt und 
die Analyse sofort daran anschlieBt?. 


Tabelle I. 


Wie durchweg in diesen Versuchen, wurden die Phenylg!lvoxalbestim 
mungen nach der in Teil Il beschriebenen Methode durchgetiihrt.  Dazu 
wurden 20 cem der Leberextrakt-Phenylglyoxal- usw. Mischungen in 3 cem 
10 °oige Trichloressigsaure (TCE.) eingetragen und, wo nicht anders bemerkt. 
5eem des Filtrats zur Analyse genommen. 

Die angegebenen Phenylglyoxalmengen beziehen sich auf 5 cem Filtrat. 
Die Zeitangaben bedeuten die zwischen Phenylglyoxalzugabe und TCE.- 
Zugabe vertlossene Zeit (bei Zimmertemperatur). 





10 cem Phenylglyoxallésang, Pt lel | a | 
nviglvoxé -jederge , ac 
zugesetzt zu lenvigiyoxal Wiedergefunden nach Phenylglyoxal 


berechnet 


Leberextrakt Wasser 1 Min. 3 Min. 12 Min. 
com cem mg mg ng mg 
1 23 9,15 - 9,12 9.65 
22 12 8.92 8.85 8.72 9.65 
33 l 7.80 7.60 9.65 


Die theoretische Zahl 9.65 mg berechnet sich aus dem Gehalt der 
zugesetzten Pheny!glyoxallésung: 9.76 mg pro Kubikzentimeter. 


' Methyiglyvoxal, wohl das physiologische Substrat der Glyoxalase. 


rutt starkere Enzymaktivitat hervor als andere Substrate. mit denen es 
bisher verglichen wurde |Hayashi, Lohmann: Methylyglyoxal und Pheny! 
glyoxal: Ariyamea (\.c¢.): Methylglyoxal und Glyoxal|. Die Untersuchung 
anderer. wenn auch weniger adaiquater Substrate ist aber von grobem 
theoretischen Interesse. 

* Die gegenteilige Behauptung in einer fritheren Mitteiling (Girsavitius. 
1931) ist auf einen Versuchstehler zuriickzufiihren. 


19* 
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Anscheinend finden zwei Vorgange statt: ein augenblicklicher 
Phenylglyoxalschwund (den ich Anfangsschwund nennen will), und ein 
darauffolgender langsamerer Schwund, an dem wohl Enzym_ und 
glyoxaffine Substanzen beteiligt sind. Die beiden Vorgainge scheinen 
verschieden zu sein: die GréBe des Anfangsschwundes ist, je nach den 
Versuchsbedingungen, verschieden, immer aber scharf begrenzt?. 


Es ist wichtig, tiber den Mechanismus dieses augenblicklichen 
explosiven Phenylglvoxalschwundes Klarheit zu schaffen, da_ die 
aus Glyoxalaseexperimenten gezogenen Schliisse weitgehend davon 
abhingen miissen. Man kann an drei Méglichkeiten denken: der 
Schwund kénnte durch Adsorption an den EiweiBniederschlag bedingt 
sein: er kénnte von einer chemischen Reaktion des Phenylglyoxals mit 
Stoffen des Leberextraktes herriihren: schlieBlich ist auch eine kata- 
lytische Umwandlung des Phenylglyoxals nicht ausgeschlossen. Adsorp- 
tion an den Niederschlag kénnte natiirlich erst nach TCE.-Zugabe 
erfolgen; als wahre Anfangskonzentration fiir die Enzymwirkung ware 
die Konzentration des zugegebenen Phenylglyoxals, nicht die analytisch 
bestimmte Anfangskonzentration, anzusehen. Falls dagegen der 
Anfangsschwund durch eine augenblickliche chemische Umsetzung mit 
Bestandteilen des Leberextraktes zustande kommt, so ist im Gegenteil 
die analytisch bestimmte Phenylglyoxalkonzentration als Anfangs- 
konzentration zu setzen. Es ist auch noch die Méglichkeit in Betracht 
zu ziehen, dab das Phenylglyoxal an einer umkehrbaren Reaktion 
teilnimmt. In diesem Falle wire die Deutung der Versuchsergebnisse 
nicht einfach; denn das im Laufe der enzymatischen Reaktion um- 
gesetzte Phenylglyoxal wiirde, zu einem gewissen Grade, durch Gleich- 
gewichtsverschiebung (Spaltung einer umkehrbaren Verbindung) wieder 
ersetzt. 

In den folgenden Versuchen wurde der EinfluB von Konzentrations- 
iinderungen und von Anderungen anderer Faktoren auf den Pheny!- 
glyoxalanfangsschwund untersucht, in der Hoffnung, dadurech den 
Mechanismus der Reaktion aufzuklaren. 


? Beim Zusammenbringen von Methylglyoxal mit Aminoséuren, auch 
einigen Peptonen, beobachten Newberg und Kobel (diese Zeitschr. 188, 197. 
1927) Drehungsaénderungen. Die zweistufige Reaktion, die diesen optischen 
Erscheinungen zugrunde zu liegen scheint, erinnert stark an die hier be- 
schriebenen Umsetzungen. Auf einen augenblicklichen Drehungswechsel 
von begrenzter GréBe folgt ein langsamer, allmaéhlicher Gang der Drehung 
in entgegengesetzter Richtung. Dabei ist der Anfangsdrehungswechsel 
unabhangig von der Drehungsrichtung der Aminosaéure oder des Peptons 
(mit alleiniger Ausnahme des Seidenfibroinpeptons; Newberg und Kobel, 
diese Zeitschr. 200, 459, 1928), nach rechts gerichtet, der darauffolgende 
Gang der Drehung nach links. 
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1. Anderung der Konzentration des Leberextraktes. 


Tabelle 2. 





5cem Phenylglvoxallésung 


Phenylglyoxal Phenylglyoxal 
Leberextrakt + Wasser in 5cem Filtrat schwund 

com ecem mg 

. ~ 3.98 6.2 

5 15 | 6. 1S | b,2 

| 7,04 | 5,4 

10 10 6.52 12,4 

15 5 5,87 21,1 

20 0 5,48 26.4 


Aus dem Gehalt der Phenylglyoxallésung (8.53 mg pro Kubikzenti 
meter) laBt sich der theoretische Gehalt des TCE.-Filtrats zu 7.44 mg in 
5cem errechnen. 


2. Ande rung der Phe nylgl yoxalkonz ntration. 


Tabelle 3. 


Die Phenylglyoxallésung enthielt 12,30 mg pro Kubikzentimeter. 





Leberextrakt Wasser Phenylglyoxal ee er Schwund 
losung berechnet gefunden 
cem cem cem mg mg 
15 s 2 0,98 0.76 22.4 
15 Ss 2 0.98 O81 17.3 
15 5 5 2.46 2.14 13.0 
15 0 10 4.92 4.26 13.4 


Tabelle 4. 
Die Phenylglvoxallésung enthielt 17,2 mg pro Kubikzentimeter. Die 
Zahlen dieser Tabelle sind Tabelle I1* entnommen und stellen die Anfangs- 
konzentrationen des auf S. 281 beschriebenen Versuchs dar. 





35 cem Leberextrakt 


i se 
+ 20cem Phosphat Phenylglyoxal pro cem 


Nr Sechwund 
+ Phenylglyoxallisung + Wasser berechnet gefunden 
ecm ecm mg mg 
1 2,5 27,5 0,506 0,388 23.3 
2 5.0 25,0 1,01 0.82 18,8 
4 10,0 20,0 2,02 1.64 18.8 
5 10,0 20,0 2,02 1.66 17,8 
6 15,0 15,0 3.03 2.56 15.5 
7 22,5 7,5 4.55 3.86 15,2 
s 30,0 0 6.06 5.06 16.6 


Ein konstanter Bruchteil des zugegebenen Phenvlglyoxals  ver- 
schwindet, auBer bei den niedrigeren Konzentrationen, wo der Schwund 
relativ etwas gréBer ist. 


* Die am SchluB der Arbeit zusammengestellten Tabellen sind mit 
romischen. die Texttabellen mit arabischen Ziffern bezeichnet. 
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3. Ist der Phenylgl yoxalschwund umkechrbar * 


Versuch A. 
50 cem Leberextrakt — 20 cem Phenylglyoxallosung. 20 com 
des Ansatzes wurden in 3cem TCE. einpipettiert. 


Ansdtze: a 


20 cem von Ansatz a). eingetragen in 20 cem Wasser. 6 Cem 
TCE. hinzugefiigt. 


c) 20cem von Ansatz a), eingetragen in 40 com Wasser. 9 cem 
TCE. hinzugefiigt. 


Tabelle 5. 





Phenylglyoxalgehalt 


Filtratvolumen Schwund 
Ansatz zur Analyse berechnet gefunden 
cem mg mg 
a i) 10,57 8,32 21,3 
b 10 10,57 8.65 18,1 
e 15 10.57 8,84 16.4 


Versuch B. 
In diesem Versuch erfolgten Phenylglyoxalzugabe und Verdiinnuny 
in verschiedener Reihenfolge. 


Ansdtze: a) 20 cem Leberextrakt 5eem Phenylglvoxall6sung 
b) 20 ,, - ewe - . dann 
25 ,, Wasser 
c) 20) ,, Leberextrakt + 25 cem Wasser, dann 5 ccm Phenyl- 


glyoxallésung 


20 cem dieser Ansatze wurden sofort in 3cem TCE. eingetragen. 


Tabelle 6. 





Filtratvolumen Phenviglyoxalgehalt 
Ansatz 
eem my 
a 5 7,38 | 
a 5 7,36 | 7,33 
a 5 7,28 
b 10 7,92 
b 10 7.86 ' 7.88 
b 10 7,88 
c 10 7,82 
¢ 10 786 | - . 
pa jst JSS 
c 10 7.97 . 
e 10 7,90 


Die theoretisch zu erwartende Menge Phenylglyoxal war hier nicht 


bestimmt worden. 


Der Phenylglyoxalschwund ist in den verdiinnten Ansatzen ge- 
ringer; dabei ist es ganz gleich, ob man erst nach Phenylglvoxalzugabe 
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verdunnt, oder das Phenylglvoxal zu der vorher verdiinnten Lésung 


hinzugibt. 

Unter 2. war gezeigt worden, daB der relative Phenylglyoxal- 
schwund von der Phenyvlglvoxalkonzentration innerhalb weiter Grenzen 
unabhangig ist. Unter 1. war gezeigt worden, daB der relative Phenyl- 
glyoxalschwund der zunehmenden Leberextraktkonzentration paralle! 
zunimmt. Mit diesen Ergebnissen scheinen die Ergebnisse der letzten 
zwei Versuche nicht recht tibereinzustimmen. Da es sich nicht um 
Bildung irreversibler Verbindungen vor der Verdiinnung handelt (Ver- 
such B), mite man erwarten, daB (in Versuch A z. B.) der relative 
Phenylglvoxalschwund bei steigender Verdiinnung des gesamten An- 
satzes entsprechend abnehmen sollte. Statt dessen nimmt er nur um 


wenige Prozente ab. 


4. Ist der Eiweifiniederschlag fiir einen Teil des Schwundes verantwortlich ? 
Tabelle 7. 
In diesem Versuch wurde TCE. einerseits nach, andererseits vor dem 
Phenylglyoxal zugesetzt. In beiden Fillen wurde 2 Minuten nach Zusatz 
des letzten Bestandteiles filtriert. 





Phenylglyoxal 


in 5eem Filtrat | Sehwund 


mg 
20 com Leberextrakt + 20 com Wasser + 5 cem 8,29 | 8 30 118 
Pheaylglyoxall sung 8.30 | °" ’ 
2 Min. nach Phenylglyoxalzusatz wurden 6 cem TCE., 
sshlieBlich 5 cem Wasser zugegeben. 
x” =  —_— ; ens Top O37 l.oec 
20 cem Leberextrakt - 25cem Wasser + 6cem TCE. 4 34 | 8.36 11,1 
2 Min. nach TCE.-Zusatz wurden 5 cem Phenylglyoxal- 
losung zugegeben. 
45cem Wasser + 5cem Phenylglyoxallésung 9,36 | 9.40 
9,44 |“ 7 


+6cem TCE. 


Tabelle &. 





Phenylglvoxal 


in 5ecem Filtrat Sehwund 


mg 
25 ecm Leberextrakt + 10 ¢em Wasser + 4 cem 7,45) - 
‘ ‘i ol oem 1 {08 18,0 
Phenylglvoxallosung, dann 5ecm TCE. 7.57 | 
25 eem Leberextrakt + 10 ¢em Wasser + 5eem TCE., 7,82 | 7.80 14.8 
dann 4cem Phenylglyoxallosung. ine ‘ 
35 ecm Wasser + 4 cem Phenylglyoxallosung 9,15 | 9.16 
8 ee al 


+5ieem TCE. 








a 
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EnteiweiBung vor Phenylglyoxalzusatz (wobei aber der Eiweib- 
niederschlag erst nachher abfiltriert wird) verringert ein wenig den 
Schwund. Der Unterschied ist aber nicht groB (bei Versuch A liegt 
er nur wenig auBerhalb des Versuchsfehlers), und ein NiederreiBen von 
Phenylglyoxal mit dem EiweiBniederschlag kann jedenfalls keine groBe 
Rolle spielen. Dagegen ist Adsorption an den Eiweibniederschlag 
durch diese Versuche nicht ausgeschlossen. 

Diese Versuchsergebnisse fiihren zur weiteren Frage: Wird ein Teil 
des Phenylglyoxalschwundes durch im TCE.-Filtrat in Lésung bleibende 
Stoffe verursacht / 

Dieser Versuch bildet eine Fortsetzung des vorhergehenden, mit den- 
selben Lésungen und Konzentrationen. Oben wurden 4c¢cem Phenyl- 
glyoxallésung zu 40 cem des nicht filtrierten Ansatzes gegeben. In diesem 
Versuch wurden 2ccem der Phenylglvoxall6sung zu 20ccm des TCE. 
Filtrates gegeben. 

Ansatz: 25ccem Leberextrakt l0cem Wasser — 5cem TCE. — Filtriert. 
20 ., des Filtrates zu 2cem Phenylglvoxallosung. 





Phenylglyoxal in 5 eem Schwund 
mg 
3.48 - = 
8.4 | 8.50 7.2 


8,52 | 
Diese Zahlen sind mit dem zweiten Ansatz in Tabelle 8 zu vergleichen. 


Tabelle 9. 


Dieser Versuch ist ahnlich dem vorhergehenden. 





Ansdtze: a) 20 cem Leberextrakt 15 cem Wasser + 5cem TCE. Filtriert. 
Zu 20cem Filtrat, 2cem Phenylglyoxallésung. 
b) 20cem_  Leberextrakt l5cem Wasser — 4¢cm  Pheny!l- 
glyoxallésung + 5cem TCE. 
c) 35ceem Wasser + 5cem TCE. + 4cem Phenylglyoxallésung. 
Phenylglyoxal Schwund 
mg 
4 8,63 | op 
Se ear or ae 6 60 Sx 
8,58 | 8,6 ' 
b 8.12 | 
. . . . . . . . “g a 8, 3 13.8 
8,15 | . 
erin: Sra was SR 9,42 | 
9.45 | 944 


Nach diesen Versuchen zu urteilen, wird !, bis ?, des Phenyl- 
glvoxalanfangsschwundes durch Stoffe verursacht, die durch TCE, 
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nicht niedergeschlagen werden. Der Rest des Anfangsschwundes steht 
zum TCE.-Niederschlag (EiweiB) in Beziehung 

Als Ergebnis dieser Versuche, die zur vorlaufigen Orientierung 
dienen sollten, kann man also sagen, daB der Anfangsschwund von zu 
Leberextrakt zugefiigtem Phenylglyoxal keine einheitliche Erscheinung 
ist. Sowohl der TCE.-Niederschlag als auch im Filtrat enthaltene Stoffe 
spielen dabei mit. Ein Teil des Schwundes ist entweder einer umkehr- 
baren Reaktion oder einer Adsorption an den Niederschlag zuzu- 
schreiben: auf Grund der beschriebenen Versuche laBt sich das nicht 
entscheiden. Nach den Verdiinnungsversuchen zu urteilen, ist aber 
ein Teil, und zwar der gréBere Teil, des Schwundes irreversibel. 

Durch eine zufallige Beobachtung wurde ich auf einen, vielleicht 
den wichtigsten, der Stoffe aufmerksam, die im TCE.-Filtrat einen 
augenblicklichen Phenylglyoxalschwund verursachen. Nach Zusatz 
verschiedener Mengen Glutathion (GSH.) zu einem Leberextrakt wurde 
der Anfangswert der Phenylglyoxalkonzentration um = so_ niedriger 
gefunden, je gréBer die zugesetzte GSH.-Menge war. Stellt man die 
Anfangswerte als Funktion der GSH.-Konzentration graphisch dar, so 
erhalt man eine absteigende Kurve, die von einer Geraden nicht stark 
abweicht. 

Der GréBenordnung nach konnte GSH. sehr wohl fiir einen wesentlichen 
Teil des Anfangsschwundes im TCE.-Filtrat verantwortlich sein. Z. B. sinkt 
der Antangsgehalt an Phenylglyoxal von 1,82 auf 1,54 mg /cem, wenn der 
GSH-Gehalt um 60mg pro 100cem vermehrt wird; ein Phenylglyoxal- 
schwund von 15.5%. Der GSH.-Gehalt der hier verwendeten Leber- 
extrakte liegt meist in der Nahe von etwa 30 mg 100 ccm (siehe Abb. 6). 

{af Methylglvoxal augenblicklich mit Glutathion reagiert, hat 
Lohmann (1. ¢.) beobachtet. Die Reaktion scheint also eine allgemeine 
Glvoxalreaktion zu sein. Wie groB ihre Bedeutung fiir Glyoxalase- 
untersuchungen ist, laBt sich vorderhand nicht sagen. Ariyama und 
Kobayashis Ergebnisse schlieBen einen betrachtlichen Anfangsschwund 
von Methylglyoxal in ihren Versuchen aus. Andererseits ist die Méglich- 
keit nicht auszuschlieBen, daB nach Enzymaktivierung durch héhere 
GSH.-Konzentrationen, wobei die allmahliche Glyoxaffinreaktion in den 
Hintergrund tritt, der Anfangsschwund des Substrates die Ergebnisse 
wesentlich beeinfluBt. 

Il. Methodik. 
1. Analytische Verfahren. 


Phen ylglyoxal wurde nach der friiher beschriebenen Methode! (Mikro- 
Form der Friedemannschen Methode) bestimmt. In einigen Einzelheiten 
ist die Methode seit ihrer Beschreibung abgeandert worden. Da noch 


' Girsariéius, 1931. 
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weitere Verbesserungen moglich scheinen, soll tiber die bisher eingefiihrten 
an dieser Stelle nur kurz berichtet werden. Eine der wesentlichen Fehler 
quellen der Methode war der Gang des Endpunktes, verursacht durch 
(O,-Absorption wahrend des Stehens der alkalischen Loésung (vor dem 
endgiiltigen Zuriicktitrieren). Diese Fehlerquelle umgeht man, wenn man 


die Reagensgléser (2';, » 12!'/,em). in denen die Manipulationen  vor- 
genommen werden, wahrend des Arbeitsganges verschlossen halt. Dazu 


dienen flache Gummistopfen, durchléchert und mit kleinen Glasstopfen 
verschlossen. Nur wahrend des Titrierens werden die Glasstopfen entfernt : 
die diinnen Biirettenspitzen werden durch das Loch im Gummistopfen 
eingefiihrt. Zum Enteiweiben werden 20 c¢em-Proben des Phenylglyoxal 
enthaltenden Gewebeextraktes (meist Leber) in 3cem 10° 'ge Trichlor- 
essigsaure eingetragen. Nach etwa halbstiindigem Stehen werden die ent- 
eiweiBten Proben durch kleine Faltenfilter (bequemerweise ,,Rapidfiltrier- 
papier®* von Drererhoff in Leipzig) filtriert. Stehen iiber Nacht vor der 
Analyse, schadet den Filtraten nicht; be: langerem Stehen nimmt der 
Phenylglyoxalgehalt langsam ab. Doch kann man die Filtrate im Eis 
schrank langere Zeit ohne Schaden aufbewahren. 5 cem-Proben des Filtrats 
werden zur Analyse genommen. Nach Zufiigen von | ccm Phenolphthalein 
losung (0,05°, in 50°, Alkohol) werden die Proben mit n/10° NaOH 
neutralisiert, dann mit n/50 bis n/ 100 NaOH und HC! von ahnilicher Kon- 
zentration auf die Kontrollésung (s) eingestellt, wie friiher beschrieben. 


2. Ansetzen der Versuche. 


Die Leberextrakte warden aus vom Schlachthaus geholter Leber her 
gestellt (meist Rindsleber, gelegentlich Schafleber). Die Lebern wurden 
durch eine Fleischmaschine getrieben und der Leberbrei mit der fiinffachen 
Menge Leitungswasser langsam auf der Schiittelmaschine bei Zimmer- 
temperatur | Stunde geschiittelt. Die Suspension wurde dann durch Gaze 
koliert. 

Als Pankreatin diente zu diesen Versuchen ein Praparat von Park, 
Davis u. Co., London. Abgewogene Mengen Pankreatin wurden mit destil 
liertem Wasser auf das gewiinschte Volumen aufgefiillt ; die Aufschwemmung 
wurde ohne Filtrieren direkt benutzt. 

* Das Phenylglyoxral zu diesen Versuchen war teilweise nach der be 
kannten Methode von Miller und +. Pechmann dargestellt, neuerdings auch 
nach der von Riley, Morley und Friend! kirzlich ver6éffentlichten Methode, 
die sich als recht bequem erwies. Es muB betont werden, daB in dieser 
Mitteilung der Phenylglyoxalgehalt der Losungen und Ansatze, wo nicht 
anders angegeben, als nicht hydriertes Phenylglyoxal berechnet ist. 

Als Antiseptikum wurde, wie weiter unten begriindet wird, 8-Oxy- 
chinolinsulfat benutzt. Die berechnete Menge einer !/,, oder '/j9 L6sung 
wird in einem Reagensglas mit n NaOH neutralisiert; die neutralisierte 
Lésung wird, zusammen mit der ausgefallten freien Base, in die gewiinschte 
Menge Leberextrakt gespiilt. Bei neutraler Reaktion l6ést sich 8-Oxy 
chinolin nur sparlich, etwa 1 Teil in 1500. Die Ansdtze wurden in kleinen 
Flaschen im Wasserthermostaten inkubiert. Das Phenylglyoxal wurde 
als letzte Zugabe zu den schon vorgewairmten Ansatzen gegeben, wonach 
die erste Probe zur Analyse sofort entnommen wurde. 


1 J. Chem. Soc. 1932. S. 1875. 
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3. Auswertung der Versuchsergebnisse. 


Abb. 1 zeigt die Geschwindigkeit des Phenylglvoxalschwundes in 
Leberextrakt nach Vorbehandlung mit verschiedenen Mengen Pan- 
kreatin. (Kin ahnlicher Versuch ist in Abb. 6 veranschaulicht.) Der 
ohne Pankreatin inkubierte Leberextrakt verursacht in der zweiten 
Inkubationsperiode einen Phenylglvoxalschwund von etwa 28°,,. 
Nach Vorbehandlung mit 10 mg Pankreatin pro 100 ccm sinkt det 
Phenylglyoxalschwund auf 12°,. Da eine Erhéhung der Pankreatin- 
konzentration (in diesem Versuch bis auf 57 mg pro 100-cem) keine 


Abb. 1. 
Antiglvoxalasewirkung als Funktion der Pankreatin- 
konzentration. 
Leberextrakt wurde 3 Std. 10 Min. mit den in der Ab- 
bildung bezeichneten Pankreatinmengen inkubiert (38°) 
Dann wurden Phosphatpuffer und Phenylglyoxal hin- 





% Phenylyyoxalschwund 


zugegeben. Abnahmen, sofort und nach weiteren 8 70 oh 
104 Min. bei 38°. e 
\. Wirksamkeit der Glyoxalase des Leberextrakts | t 
(nach Inkubation ohne Pankreatin). Ss op D DD W 0 WO 
B. Nichtenzymatischer Phenyglyoxalsch wund (Glyox- mg Pancreatin/l00cm 


afftinreaktion). 


weitere Hemmung des Phenylglvoxalschwundes verursacht, kann man 
annehmen, daB dieser Restschuwund, 12°, in 104 Minuten, nicht durch 
Glvoxalase, sondern durch die Glyovraffinreaktion verursacht wird. 
(B in der Abbildung.) Die Differenz zwischen dem Gesamtschirund und 
diesem Restschwund (A in der Abbildung) kann wohl als die eigentliche 
Enzymreaktion angesprochen werden. 

Dieses Differenzverfahren Bestimmung der Glyoxaffinreaktion 
nach Enzymhemmung liegt den meisten der hier beschriebenen 
Versuche zugrunde. 

Dabei ist aber zu beriicksichtigen, dali der Gesamtumsatz bei neben- 
einander verlaufenden, am = gleichen Substrat angreifenden Reaktionen 
nicht genau die Summe der Umsatze ist. die jede der Teilreaktionen allein 
verlaufend in der gleichen Zeit zustande bringen wiirde. Die Glyoxaffin- 
reaktion wird nach Enzymhemmung einen anderen Reaktionsverlauf aut 
weisen als in den Ansatzen, in denen die Enzymreaktion gleichzeitig statt 
tindet. Es ist also, streng genommen, nicht richtig, das enzymatisch um 
gesetzte Phenylglvoxal aus dem Gesamtschwund und der gesondert — be 
stimmten Glyovattinrealtion zu berechnen. Der Fehler. den diese Behandlung 
der Versuchsergebnisse einfiihrt, wird um so gréBer sein. Je gréBer die 
experimentell bestimmten Substratschwunde sind. Zu Vergleichszwecken 
ist diese Art der Versuchsauswertung wohl erlaubt; bei nicht sehr weit 
gehenden Umsitzen, wie in Abb. 1, ist der Fehler wahrscheinlich nicht 
groB. Eine genaue Bestimmung der Enzymaktivitat ist auf diese Weise 
nicht mdéglich. 


Wahrend gesondert bestimmte Umsatze nicht genau summierbar sind, 
k6nnen die Anfangsgeschwindigkeiten simultaner Reaktionen sehr woh! 
als arithmetische GréBen behandelt werden. Dabei ist die Feststellung 
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der Anfangsgeschwindigkeiten gerade bei Untersuchungen tber Glyoxalas: 
von groBem Wert, wegen der schnellen Abnahme der Enzymwirksamkeit 
im Laufe der Inkubation. 

Die zur Bestimmung der Anfangsgeschwindigkeit meist angewandte 
Methode: Anlegen der Tangente an die Reaktionskurve, im Ursprung, 
ist recht unzuverlassig. Auf Rat Herrn Professor J. B.S. Haldanes habe 
ich die folgende Methode benutzt, die zwar als graphische Methode nicht 
frei von Subjektivitat ist, bei der aber die experimentell bestimmten Werte 
direkt verwendet werden, ohne da man erst die Reaktionskurven zu 
zeichnen hat. Dabei ist der miBliche Vorgang des Tangentenanlegens ver- 
mieden; die Anfangsgeschwindigkeit wird, nach Extrapolation einer durch 
mehrere Punkte festgelegten Kurve. auf der Nullachse abgelesen. 

Bezeichnen wir den in einer gegebenen Zeitspanne ¢ stattfindenden 
Umsatz als Dx, dann ist D w/t die durchschnittliche Reaktionsgeschwindigkeit 
wihrend der gewahliten Zeitspanne. Die wahre Reaktionsgeschwindig- 
keit dw/dt kann sich dabei von Augenblick zu Augenblick stark andern. 
Je kiirzer wir die Zeitspanne ¢ wahlen, desto geringer ist der Gang der 





8 


| Abb. 2. 
.~Dait--Kurven des auf 8S. 295 
beschriebenen Versuchs. 
Die Werte sind der Tabelle | 
entnommen. Die erhaltenen 
Anfangsgeschwindigkeiten sind 
in Abb. 5 als Funktion der 
Phenylglyoxalkonzentration dar- 
gestellt. Nur die fiir Kurve A 
der Abb. 5 gebrauchten Werte 
sind hier dargestellt 
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Reaktionsgeschwindigkeiten, deren Durchschnitt Dw t darstellt. Im 
Grenzfall wird der Differenzquotient Dx t zum Differentialquotienten 
dx/dt; wir erhalten die Reaktionsgeschwindigkeit zu dem Zeitpunkt, in 
den wir das Zeitdifferential dt verlegen. Experimentell kénnen wir eine 
Reihe von Umsatzen Da, Da, usw. bestimmen, mit den dazugehorigen 
anwachsenden Zeitspannen ¢,, ¢, usw. Tragen wir Dx, t,, Dag/t, usw. (etwa 
die durchschnittlichen Geschwindigkeiten wahrend der ersten Stunde. det 
ersten 2 Stunden, der ersten 3 Stunden usw.) als Funktion der dazugeh6érigen 
Zeitspannen ¢,, fg usw. auf, so erhalten wir eine Kurve, deren Extrapolation 
auf ¢ = 0 die Reaktionsgeschwindigkeit dx/dt zu Anfang der Reaktion 
ergibt. Abb. 2 zeigt eine Reihe solcher .,.Dx/t*-Kurven zu einem weiter 
unten zu beschreibenden Versuch gehérig. Wie iiberhaupt bei Extra- 
polationen, ist die erreichbare Genauigkeit auch bei diesem Verfahren 
nicht grob. 
Ill. Einige Eigenschaften der Glyoxalase. 


1. Die Wirkung einiger Antiseptika auf die Glyoxalase. 


Dakin und Dudley inkubierten ihre Versuchsansatze ohne Antiseptikum. 
Sie sagen!': ,,.[In most of the experiments we have avoided the use of toluene 


1 J. of biol. Chem. 15, 467, 1913. 
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or have used it in limited amount since it has a decidedly injurious effect 
upon glyoxalase. By using sterile tissue taken directly from the animal 
the use of antiseptics is unnecessary. Moderate bacterial contamination 
such as may occur after short periods of digestion is entirely without effect 
on the action of glyoxalase, and moreover the addition of phenyl-glyoxal 
appears to favour asepsis**. Ich habe ebenfalls gefunden, daB Phenyl- 
glyoxal in den hier benutzten Mengen Faulniserscheinungen selbst bei 
laingerem Inkubieren verhindert. In Versuchen iiber Antighyoxalase, wenn 
die Ansatze mehrere Stunden ohne Phenylglyoxal inkubiert werden, ist 
aber die Gegenwart eines Antiseptikums wiinschenswert, oft notwendig. 
Aseptische Arbeitsweise ware natiirlich vorzuziehen, hatte aber die Experi- 
mentaltechnik zu sehr kompliziert. 

In einem friher veréffentlichten Versuch! konnte Dakin und 
Dudleys Behauptung iiber die hemmende Wirkung des Toluols be- 
staitigt werden. Mit 2°, Toluol wurde eine Hemmung der Mandel- 
siurebildung von etwa 25°, gefunden. Hier mége noch ein ahnlicher 
Versuch beschrieben werden. 

Versuchsansdtze : 

a) 100 ccm Leberextrakt — 40 cem Phosphatpuffer (0,2 mol., px 6.8) 

20cem Phenylglyoxallésung + 40 cem Wasser. 

b) Wie a), aber mit 0.2 cem Toluol geschiittelt. 

Nach Substratzugabe wurden die Ansatze 1'/, Stunden bei 37° in- 
kubiert. Versuchsergebnis: 


a) —1,24°; 1,29°. b) —0,90°; 100°. 


Obwohl das Toluol hier in nur 0,1°,iger Konzentration benutzt 
wurde, ergab sich wieder eine 25°,ige Hemmung. 


Die hemmende Wirkung des Toluols ist von Kuhn und Heckscher? 
abgestritten worden; doch beschreiben andere Autoren ein dem hier mit- 
geteilten ahnliches Ergebnis. So findet neuerdings Haarmann?® bei Zusatz 
von 5cem Toluol zu 35cem Gesamtansatz eine Hemmung der Milchsaure- 
bildung aus Methylglyoxal im Nierenbrei von 37%, und im Muskelbrei 
von 41%. Da®B der Methylglyoxalschwund dabei weniger stark gehemmt 
sein soll (30 bzw. 14%), ist schon erwahnt worden. Auhn und Heckschers 
negatives Ergebnis mag vielleicht darauf zuriickzufiihren sein, da®~ in 
ihren Ansatzen ein recht erheblicher nichtenzymatischer Methylglyoxal 
schwund stattfand. Da wohl nur die enzymatische Komponente des Gesamt - 
schwundes durch Toluol gehemmt wird, wiirde eine nicht sehr weitgehende 
Enzymhemmung eine nur geringfiigige Hemmung des Gesamtschwundes 
bedingen. 


NaF, welches nach Meyerhof{* in den geringen Konzentrationen, 
die zur Glykolysehemmung geniigen, auf Glyoxalase keinen EinfluB hat. 
hemmt jedoch stark in den héheren Konzentrationen, die zur antisepti- 


' Girsaviéius. Biochem. J. 26, 155, 1932. 

* Zeitschr. f. physiol. Chem. 160, 116, 1926. 

3 Diese Zeitschr. 255, 125, 1932. 

' Diese Zeitschr. 159, 433. 1925; vel. Haarmann, ebenda 256. 350, 1932. 
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schen Wirkung nétig sind. In einem Versuch mit 0,4°,, NaF erhielt 
ich 30°,, Hemmung, in anderen sogar noch mehr. 

Irving’ fand im 8-Oxychinolin ein den glykolytischen Vorgangen 
in Erythrocyten gegeniiber ziemlich harmloses Antiseptikum. Diesen 
Stoff, der auch die Glyoxalase nicht wesentlich hemmt, habe ich als 
Antiseptikum in diesen Versuchen benutzt, in Konzentrationen zwischen 
1: 1500 und 1: 5000 bis 6000, 


Die Wirkung von n-Propylalkohol auf Glyoxalase. 


Eine bemerkenswerte Wirkung wurde bei einem anderen Anti- 
septikum, dessen Eignung ich untersucht habe, namlich n-Propyl- 
alkohol, beobachtet. Dieser Stoff, bei dem man eher eine hemmende 

Wirkung erwartet hatte, erwies sich 








Sg il de als kraftiger Aktivator. Abb. 3 zeigt 
s + + 4 : 
ae ™* | die durch wachsende Propylalkohol- 
& 6oF+—+ | | | konzentrationen verursachten Ande- 
g | | rungen in der Reaktionsgeschwindig- 
+ WO To | . + eo] 
$ “f ‘~ |  keit. 
iS ; | —" ‘ 
Pics ‘ Die Versuchsansdtze bestanden aus 
= Wt + + + 
Ss —— 20cem Leberextrakt, 10 ccm Phosphat 
S | uuffer, 10cem Propylalkohol (frisch de- 
> | puff Prop: . 
= Ft 2 3s 0 us 2 stilliert) verschiedener Konzentrationen 
- % n-Propyla/kobo Der Propylalkohol wurde erst kurz voi 
Abb. 3. Substratzugabe zugesetzt. (Bei Propy!- 
Einflufs der n-Propylalkohol- alkoholkonzentrationen héher als 10% 
konzentration auf die Gly- war eine sofortige Eiwei®fallung — be- 


oxalasewirkung. enctilitingss ) 
nerkKbar. 


Die optimale Konzentration der n-Propylalkoholwirkung liegt bei 
beiden Versuchen bei 1,8°,, (Volumprozente)?. 

Erst bei 9 bis 10°, Propylalkohol wird der urspriingliche Grad 
der Enzymwirkung wieder erreicht, und mehr als 20°, sind zur voll- 
kommenen Hemmung nétig. DaB der n-Propylalkohol wirklich auf 
das Enzym wirkt, und nicht etwa eine der Glyoxaffinreaktionen be- 
schleunigt, ergibt sich wohl aus folgender Beobachtung: nach voller 
Enzymhemmung mit Pankreatin, wenn nur die Glyoxaffinreaktion 


' Biochem. J. 20, 1320, 1926. 

2 Es ist bei diesen Versuchen zu beachten, daB nicht Anfangsgeschwindig- 
keiten gemessen wurden, sondern der Umsatz nach langerer Inkubation: 
im Versuch A erreichten die Umsitze dabei bis zu 80%: man darf aus 
solchen Versuchen keine Schliisse tiber den Aktivierungsgrad ziehen (jeden- 
falls mu®B der Grad der Aktivierung nicht unwesentlich héher liegen, als 
aus den Kurven hervorzugehen scheint). 
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iibrigbleibt, hat Propylalkohol auf die Geschwindigkeit des Phenyl- 
glyoxalschwundes keinen EinfluB (siehe Abb. 9). 


Ich habe noch nicht die Gelegenheit gehabt. andere, analoge Stoffe 
auf ihre Wirkung auf Glyoxalase zu untersuchen. Es fragt sich, ob die 
Reaktionsbeschleunigung durch die starke Oberflachenwirkung des 
Propylalkohols bedingt ist, oder ob es sich etwa um eine spezifische 
Wirkung von Alkoholen handelt. 


In diesem Zusammenhang mag an die ahnlichen Aktivierungserschei- 
nungen erinnert werden, die Sakwma (1. ¢.) beschrieben hat. Danach sollen 
Zucker die Glyoxalasewirkung stark beschleunigen!, und zwar vor allem 
Glucose und glucosehaltige Polysaccharide: Rohrzucker, Maltose, Lactose, 
Glykogen; aber auch Arabinose, XNylose sowie Dioxyaceton.  Dagegen 
sollen Fructose, Mannose und Galaktose keine Wirkung haben. Die wirk 
samen Konzentrationen sind in Sakwmas Versuchen allerdings wesentlich 
niedriger, als ich fiir n-Propylalkohol gefunden habe. Glucose soll in 0,2 °oiger 
Lésung optimal aktivieren, und zwar findet Sakwma den Gesamtmethy]- 
glyoxalschwund um etwa 55%, beschleunigt ; eine geringere Beschleunigung 
als die hier beschriebene. Ob der Propvlalkoholeffekt mit dem Glucose 
effekt verwandt ist. werden erst weitere Untersuchungen zeigen. 


2. Die Wahl eines qeeiqneten Puffers. 


Dakin und Dudley sowie Neuberg benutzten CaCO,, um ihre Ansatze 
in der Nahe des Neutralpunktes zu halten. In Abwesenheit cines Puffers 
bringt die entstehende Saure die Reaktion bald zum Stillstand °. 

In einer vorhergehenden Mitteilung habe ich (1. ¢. 1932) die Wirkung 
von Phosphat-, Borat- und Diaéthyvlbarbituratpuffer® auf die Glyoxalase 
untersucht. Wahrend Borat nur wenig Wirkung hatte, hemmte Phosphat, 
und besonders Diadthylbarbiturat, ganz betrachtlich. Diese Puffersalze 
waren zu der Untersuchung gewahlt worden, weil nach Auhn und Heckscher 
(l.c¢.) ein po-Optimum in der Nahe von etwa py 8 erwartet wurde. In der 
gleichen Mitteilung konnte ich aber zeigen, dal das py-Optimum der 
Glyoxalase, mit Phenylglyoxal als Substrat, zwischen py 6 und 7 liegt. 
zum mindesten bei Diathylbarbiturat puffer. 


Wie an anderem Orte gezeigt wird, liegt das py-Optimum bei 
Phosphatpuffer in der Nahe von pu 6.4. In diesem pu-Bereich hat 
auBer Phosphat nur noch Maleinsaure, von den gebrauchlicheren Sauren, 


starkere Pufferwirkung. Maleinsaure, deren zweite Dissoziations- 
konstante als pg — 6.32 angegeben wird4, ist von Temple® als Puffer 


1 Neuberg u. Kobel, diese Zeitschr. 182, 470, 1927, hatten eine Be- 
schleunigung des Methylglyoxalschwundes durch Zucker bei Gegenwart 
von Hefe beschrieben; vielleicht ist die Wirkung bei Sakwma die gleiche. 

2 Z. B. Dakin u. Dudley, J. of biol. Chem. 14, 423, 1913. 

3 Michaelis, ebenda 97, 33, 1931. 


Landolt- Bornstein, U1. Erganzungsband. 
®* J. Amer. Chem. Soe. 51, 1754. 1929. 
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im pu-Bereich von 5,2 bis 6,8 vorgeschlagen worden. Da Glyoxalase 
durch Phosphat gehemmt wird, wurde in folgendem Versuch die Eignung 
von Maleinsiurepuffer im Vergleich zu Phosphatpuffer untersucht. 
Der Maleinsdurepuffer war nach Temples Angaben durch Vermischen 

der berechneten Mengen von m/5 Na-Bimaleat und n/5 NaOH hergestellt. 
Der Phosphatpufjer war, wie auch sonst in diesen Versuchen, m/5 Phosphat, 
nach Sérensen. Die Versuchsansdtze bestanden aus 20 cem Leberextrakt 
(Rind; 20 Stunden im Fisschrank _ be- 














0 wahrt) + 40 cem Pufferlésung. Nach- 
—e Ma/eat dem die Lésungen auf 37° aufgewarmt 
y — —Phosphat waren, wurden l0cem  Phenylglyoxal- 
lésung hinzugegeben. 
i. | Abb. 4 zeigt die Ergebnisse. So- 
$ wohl mit Phosphat als auch mit Maleat 
,» sinkt die Geschwindigkeit des Phenyl- 
$ \ g062m glyoxalschwundes = mit  zunehmender 
NS \ Puffersalzkonzentration. Dabei_ ent- 
0 , ; ; a 
< “s sim ~~ ~—wickelt Maleat bei gleicher Konzen- 
oS XS. cat P eae ceils i. iiieke : 
ee tration bei weitem die starkere Hem- 
50 OIN4m~,. 3 a : 
3 4onsm-_» mungswirkung. Vergleicht man den 
| %. Re # ; 
057m ‘ Verlauf der Kurven, so scheint es, als 
05 7 2 3 ¢ ob das Phosphat im Laufe der Reaktion 
Stunden ~hi : : , 
aa allmahlich anwachsende Hemmungs- 
é ». & 


rocusietesaiteiued in Shhtnate- wirkung entfaltet. Das stimmt mit 

keit von der Puffersalzkonzentration Sakumas Beobachtungen iiberein!. 
bei Gebrauch von Phosphat- und 

Maleatpuffern. Um gleichzeitig die Starke der Puffer- 

wirkung in den verschiedenen Ansétzen 

zu priifen, wurden am Anfang und gegen Ende der Inkubation px- 

Bestimmungen durchgefiihrt. Wie auch sonst in diesen Versuchen 





; _diente dazu die Chinhydronelektrode. 
; 4 Tabelle 10. 
Puffer Pu nach 25 Min. | py nach 3 Std. 33 Min 
0,062 mol. Maleat. . 6,61 6.53 
GO0Simol ., .. 6,64 6,51 
0,015 mol. ” — 6,61 6.40 
0,114 mol. Phosphat 6,59 6,51 
0,057 mol. - 6,64 6,57 


In allen spateren Versuchen wurde Phosphatpuffer benutzt, der 
bei der gleichen Pufferwirkung wesentlich schwacher hemmt. 


' Eine ahnliche Abweichung des Reaktionsverlaufes in Gegenwart 
von Phosphat puffer beschreibt Lohmann (1. c. 1932, und zwar Abb. 5). 
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3. Substratkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit. 


Trotz einzelner Beobachtungen, die in der Literatur beschrieben 
sind, ist iiber die Affinitatsverhaltnisse bei Glyoxalase noch nichts 
Sicheres bekannt. Dabei wiirde eine genauere Untersuchung dieser 
Frage groBes Interesse beanspruchen. Dab viele, vielleicht alle, mit 
einer CHO— CO-Gruppe_ versehene Stoffe der Umwandlung durch 
Glyoxalase unterliegen, ist durch mannigfaltige Untersuchungen Dakin 
und Dudleys'! und der Neubergschen Schule gezeigt worden. Eine 
genaue quantitative Untersuchung tiber den EinfluB des unspezifischen 
Molekiilrestes auf die Enzymaffinitat und (eine verschiedene, aber 
verwandte Frage) auf die Reaktionsgeschwindigkeit bei gleicher Enzym- 
sittigung diurfte von grobem theoretischen Wert sein. Die hier be- 
schriebene Untersuchung ist nur als orientierend zu betrachten. 

Da in dieser Arbeit durchweg nur Phenylglyoxal als Substrat benutzt 
wurde, soll auf die Frage der Affinitat zwischen Glyoxalase und Methyl- 
glyoxal hier nicht eingegangen werden. Uber die Affinitat gegeniiber 
Phenylglvoxal ist nur wenig bekannt. Dudley? hat die Mandelsiurebildung 
durch Blutglyoxalase bei verschiedenen Phenylglvoxalantangskonzentra- 
tionen bestimmt. Danach scheint das Enzym bei einer Phenylglyoxal- 
konzentration zwischen 0.2 und 0.4°, (0.015 und 0.030 mol.) optimal zu 
wirken. Hohere Substratkonzentrationen hemmen die Enzymwirkung. 
Kuhn und Heckscher (l.c.) haben ahnliche Versuche durchgefiihrt. Sie 
haben dabei nur Konzentrationen bis zu 0,02 mol. untersucht. wobei sie 
stetig anwachsende Mandelsaurebildung beobachteten. 

Mandelsiurebestimmung kann, nachdem ein groBer Teil des Sub- 
strates der Umwandlung unterlegen ist, im besten Falle die Beziehung 
zwischen Reaktionsgeschwindigkeit und Substratkonzentration nur 
in groben Zigen andeuten. Nur wenn man die Reaktionsgeschwindig- 
keiten in einem bestimmten Augenblick, wenn eine bestimmte Substrat- 
konzentration in der Lésung herrscht, bestimmt, kann die gewiinschte 
Beziehung sicher festgestellt werden. 

Folgender Versuch beruht auf der in Teil LT beschriebenen Methode : 
Kontrollexperimente mit gehemmtem Enzym und Feststellung der 
Anfangsgeschwindigkeit durch Extrapolation. 

Leberextrakt: Schafsleber, 14), Tag im Eisschrank gehalten. Puffer: 
Phosphat, 0.2 mol.. py etwa 6,5. Kontrollansatz: 400 ccm Leberextrakt 
mit 10mg Pankreatin und einigen Tropfen Toluol lingere Zeit inkubiert. 

Versuchsansatze A mit wirksamem Enzyimn; diese Ansatze sind in 
Tabelle 4 beschrieben. Versuchsansdtze B mit gehemmtem Enzym; diese 


bestanden aus 35ccem_ Kontrollansatz + 20cem Puffer — 1. 22.5 ¢em 
Phenylglyoxall6sung und 7,5cem Wasser und 2. + 17,5cem Phenylglyoxal- 


lésung und 12.5cem Wasser. (Zu Ansiatzen B wurde eine andere Phenyl- 
glvoxall6sung benutzt.) 


1 Z. B. J. of biol. Chem. 18, 29, 1914. 
* Biochem. J. 9, 253, 1915. 
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Da es wunschenswert schien, etwaige pu-Ande rungen nicht unbeachtet 
zu lassen, wurden px-Bestimmungen (Chinhydronelektrode) am Anfang 
und gegen Ende der Inkubation durchgefiihrt. Die Ergebnisse der px-Be- 
stimmungen sind in Tabelle | mitgeteilt. Die pq-Anderungen sind aut jeden 
Fall nicht groB. Es ist dabei interessant, dai der pxR-Abtall im Lautfe der 
Reaktion bis zu Ansatz 6 zunimmt; bei weiterer Erhohung der Phenyl- 
glyoxalkonzentration nimmt die GréBe des pa-Abfalles wieder ab. Die 
GréBe des py-Abfalles geht also der Reaktionsgeschwindigkeit ziemlich 
parallel. 

Die Ergebnisse der Phenylglyoxalbestimmungen sind in Tabelle I 
zusammengestellt. Wie auch sonst in dieser Arbeit, sind die analytisch 
bestimmten Anfangswerte als die wahren Anfangswerte angenommen. 
Es muB betont werden, daB das hierdurch eingefiihrte Unsicherheits- 
moment bei einem Versuch iiber den EinfluB der Substratkonzentration 
besonders unliebsam ist. 

Aus den in Tabelle I gegebenen Zahlen wurden, wie in Teil II. 3 
beschrieben, Extrapolationskurven gebildet (siehe Abb. 3). Die so 
erhaltenen Anfangsgeschwindigkeiten sind in Abb. 5 als Funktion 
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Abb. 5. 

Substratkonzentration-Reaktionsgeschwindigkeits-Kurve, mit Phenylglvoxal als Substrat. 

Kurve 4A (QO): Gesamter Phenylglyoxalschwand (Enzym + Glyoxaffinreaktion). 

Kurve B (xX): Phenylglyoxalschwund bei gehemmtem Enzym (Glyoxaffinreaktion). 

Kurve (: Eigentliche Substratkonzentration - Reaktionsgeschwindigkeits-Kurve des Enzyms. 

Die Reaktionsgeschwindigkeiten sind Anfangsgeschwindigkeiten, abgelesen von den Extra- 

polationskurven der Abb. 2. 


der anfanglichenPhenylglyoxalkonzentration graphisch dargestellt. Die 
Anfangsgeschwindigkeiten der Versuchsansatze A (Enzvm — Glyoxaffin- 
reaktion) bilden Kurve A, die entsprechenden Werte fiir Ansatze B 
(Glyoxaffinreaktion allein) bilden Kurve B. Durch Subtraktion er- 
halten wir Kurve C, die die Anfangsgeschwindigkeit der Glyoxalase- 
wirkung als Funktion der Phenylglvoxalkonzentration darstellt. 


Die so erhaltene Kurve stimmt ausgezeichnet zu den von Dudley 
mit der polarimetrischen Methode erhaltenen Werten. Es muB aber 
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betont werden, da dieser Versuch nur orientierend ist und auf grobere 
Grenauigkeit keinen Anspruch erhebt. Vor allen Dingen ist die Extra- 
polation bei diesen Versuchsergebnissen nur mit grober Fehlerbreite 
moéglich. Eine wesentlich gréBere Anzahl von Bestimraungen ist notig, 
um genauere Resultate zu erhalten. 


IV. Der Mechanismus der Antighyoxalasewirkung. 


In einer friiheren Mitteilung! konnte gezeigt werden, das Pankreas- 
praparate (Pankreasextrakt, Pankreatintrockenpulver) eine nicht zu 
vernachlassigende Phenylglvoxalzerstérung bewirken konnen. Es ist 
daher oft nicht leicht, daneben eine etwaige Wirkung auf das Enzym 
durch Substratbestimmung festzustellen. Gleichzeitig konnte ich aber 
zeigen, dais unter gewissen Umstainden auch Substratbestimmung, 
ebenso wie Endproduktbestimmung (Polarimetrie), cine hemmende 
Wirkung des Pankreatins erkennen laBt. Dies stimmt mit den Ergeb- 
nissen Ariyamas® iiberein, die beide eine Hemmung des Substrat- 
(Methvlglvoxal-)Schwundes durch Pankreaspraparate beobachteten. 
Ariyama bemerkt dabei cbentalls die substratzerstérende Wirkung 
des Pankreatin. 

Vor kurzem hat v. Vargha*® eine Mitteilung tiber das Antighyoxalase- 
problem ver6ffentlicht, in der er die Existenz cines besonderen Hemmungs- 
faktors therhaupt abstreitet. Er beschreibt Beobachtungen, ahnlich den 
von mir in zwei fritheren Mitteilungen beschriebenen. iiber die Phenyl- 
elvoxalzerst6rung durch Pankreasextrakt, ohne Mandelsaurebildung, aber 
mit Bildung von gelben ,,Huminstoffen“. Daher nimmt er an, daB die 
Hemmung der Mandelsaurebildung durch Substratentzug zu erklaren ist. 
An sich ist diese Annahme, die in ahnlicher Form schon von Foster* gemacht 
worden war, natiirlich nicht unmoéglich. Die erwahnten Versuchsergebnisse 
Ariyamas und Sakumas sowie meine eigenen schon veréffentlichten, vor 
allem aber die hier zu beschreibenden Versuche, zeigen aber, dab eine Er- 
klarung der Antiglyoxalasewirkung durch die Glyowraffinreaktion nicht 
zutreffend sein kann. ; 

In der Einleitung sind schon die Griinde, die zu einer zeit weiligen 
Aufgabe der Substratbestimmung zugunsten der polarimetrischen 
Methode fiihrten. besprochen worden. Das Unsicherheitsmoment. 
das allen durch Substratbestimmung erhaltenen Ergebnissen anhaftet, 
erschien bei Versuchen tiber Antighvoxalase besonders st6rend. Denn 
die Hinzugabe weiterer glyoxaffiner Substanzen zu den schon im Leber- 
extrakt enthaltenen schien unumganglich. Einige mittels der polari- 
metrischen Methode durchgefiihrte Untersuchungen zeigten aber, dai 


Girsavitius, 1931. 
> J. of biol. Chem. 77. 359, 1928. 
Diese Zeitschr. 246, 215, 1932. 
4 Biochem. J. 19. 757, 1925. 
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volle Enzymhemmung mit so geringen Pankreatinmengen moglich ist, 
daB die Glyoraffinwirkung des zugefiigten Pankreatins ganz vernach- 
lassigt werden kann. Im folgenden wurde dann wieder auf die viel 
bequemere Substratbestimmung zurtickgegriffen. 


1. Die Wirkung verschiedener Pankreatinkonzentrationen. 


In Abb. 1 ist die Glyoxalasehemmung mit verschiedenen Pan- 
kreatinkonzentrationen dargestellt. Die Ergebnisse eines ahnlichen 


Versuchs zeigt Abb. 6. 
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S & Antiglyoxalasewirkung als Funktier 
+ ' T 155 der Pankreatinkonzentration. 
~ | 208 90 cem Leberextrakt§ (mit ! 
S20} a one Ne 8-OH-Chin. sulf.) + 10 cem Wasser 
F 3 oder Pankreatinlésung. 

3 4Std. bei 37° inkubiert. 50cem der 
8 4 4 ee inkubierten Ans&tze in 25 cem Phos- 
> phatpuffer eingetragen, 10 ccm Phe- 
S | nylglyoxallésung —zugesetzt uni 
< 0 20 D D WO weiter inkubiert 
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mg Pancreatin/100 ctm 


Anscheinend geniigen 2 mg Pankreatin (pro 100 ccm) zur voll- 
kommenen Enzymhemmung in 4 Stunden. Eine Erhohung der Pankreatin- 
konzentration auf 60 mg pro 100 cem anderte die Ergebnisse in keiner 
Weise. Auch bewirken Pankreatinmengen bis zu 30 mg in 85 cem (des 
endgiiltigen mit Phenyvlglyoxal inkubierten Ansatzes) keine wesentliche 
nichtenzymatische Phenylglyoxalzerstérung. Die Ergebnisse dieses 
Versuchs stimmen mit dem in Abb. 1 illustrierten Versuch tiberein. 
Unter den hier beschriebenen Versuchsbedingungen sind nur ! , bis * , 
der Phenylglyoxalzerstérung durch Leberextrakt der Umwandlung 
durch Glyoxalase zuzuschreiben, 


2. Der Verlauf der Antiglyoralasewirkung. 


In diesem Versuch wurde Leberextrakt mit einer geringen Menge 
(2mg pro 100 cem) Pankreatin inkubiert. Von Zeit zu Zeit wurden 
Proben auf ihre Fahigkeit, Phenylglyoxal zu zerst6éren, untersucht. 
Wie auch sonst in diesen Versuchen, wurde der Phosphatpuffer erst 
kurz vor Substratzugabe hinzugefiigt. 

Ansdtze: a) 270cem Leberextrakt (") se99 8-OH-Chin. sulf.) + 30 cem Pan- 
kreatinlésung (1 mg 5 cem). 
b) l80cem Leberextrakt — 20 cem Wasser. 
Von Zeit zu Zeit wurden 40 cem Proben in 10 cem Puffer (0,2 mol.. 


Pu 6.53) + 5cem Wasser einpipettiert. 10 cem Phenylglyoxall6sung wurden 


hinzugegeben. Abnahme sofort und nach 90 Minuten und LS80 Minuten. 
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‘Tabelle LT enthalt die Analysenergebnisse in Milligramm Pheny!l- 
glvoxal pro Kubikzentimeter. Aus diesen Werten kénnen, da es sich 
nur um zwei Punkte handelt, Extrapolationskurven nur annaherungs- 
weise konstruiert werden. Es handelt sich dabei notwendigerweise um 
gerade Linien, gezogen durch je zwei .,.D.x t*-Punkte. Trotzdem sind 
in Abb. 7 die so erhaltenen Anfangswerte als Funktion der Inkubations- 
dauer (vor Substratzugabe) dargestellt: in diesem Versuch interessiert 
ja gerade die Anfangsgeschwindigkeit nach verschiedener Inkubations- 
dauer der Ansitze a) und b). 
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Drei SchluBfolgerungen kénnen aus den Kurven der Abb. 7 ge- 
zogen werden. Wie in dem vorhergehenden Versuch, kommt auch hier 
die Hemmung der Phenylglyoxalzerstérung zum_ Stillstand, wenn 
letztere noch mit ganz erheblicher Geschwindigkeit verlauft. Zweitens 
ersieht man aus diesem Versuch, das auch in Abwesenheit von Pan- 
kreatin die Glyoxalase bei der Inkubation schnell zerstért wird. Etwa 
die Halfte der Glyoxalasewirkung war durch sechsstiindige Inkubation 
des Leberextraktes bei 37° zerstért worden. 

Dakin und Dudley’ haben zwar eine nur geringe Abnahme der Enzyin- 
wirksamkeit beim Stehen bei Zimmertemperatur beobachtet (keine Abnahme 
in 24 Stunden und 25°, Abnahme in 48 Stunden). Doch stimmen die 
Untersuchungen anderer Autoren besser mit der hier gefundenen schnellen 
Abnahme der Enzymwirksamkeit tiberein (siehe S. 280, Fubnote 3). 

SchlieBlich, als wesentliches Ergebnis, folgt aus dem eben be- 
schriebenen Versuch ein Verlauf der Antiglvoxalasewirkung, bei dem 
nach einer langeren (hier zweistiindigen) Induktionsperiode schnelle 
Glyoxalaseinaktivierung eintritt (vgl. Abb. 12). Ariyama sowie Dakin 
und Dudley? beschreiben auch einen Verlauf der Antighvoxalasewirkung, 
bei dem die Hemmung mit der Zeit zunimmt, wobei 4ri yamas Ergebnisse 
eine Induktionsperiode wahrscheinlich machen. 


' J. of biol. Chem. 14. 423. 1913. 
* Ebenda 15. 463, 1913. 
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Wie ist die Hemmung durch Pankreaspraparate zu erklaren / Als 
diese Versuche durchgefiihrt wurden, erschien die Existenz eines Gly- 
oxalasecoenzyms schon als sehr wahrscheinlich (z. B. die Neubergschen 
Untersuchungen: ferner auch Sakuma). Zerstérung eines notwendigen 
Coenzyms durch eines der pankreatischen Fermente schien die Anti- 
glyoxalasewirkung am ungezwungensten erklaren zu kénnen. Versuche 
tiber die Reaktivierbarkeit durch Antiglyoxalase inaktivierter Glyoxa- 
lase mittels Gewebekochsaft verliefen positiv. Als Lohmanns Ent- 
deckung der Coglyoxalasewirkung reduzierten Glutathions erschien, 
wurde die Untersuchung auf diesen Stoff ausgedehnt. 


3. Reaktivierung inaktivierter Glyoxalase durch Glutathion. 
Abb. 8 veranschaulicht zwei Versuche tiber die Reaktivierbarkeit 
pankreatingehemmter Glyoxalase durch GSH. 
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Abb. 8. 
Reaktivierung pankreatingehemmter Glyoxalase durch GSH. 
Schrigschraftiert: Phenylglyoxalzerstérung durch mit Pankreatin vorbehandelten Leberextrakt 
P (Glyoxaftinreaktion). 
Langsschraffiert: Phenylglyoxalzerstirung (iiber die Glyoxaffinreaktion hinaus) durch unvor- 
behandelten Leberextrakt. 
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Schwarz: Phenylglyoxalzerstérung durch GSH. allein. 
Wei: Phenylglyoxalzerstirung (iiber die Glyoxaftinreaktion hinaus) durch pankreatinbehan- 
delten Leberextrakt, nach GSH.-Zusatz. 
A: 3 und 4 enthielten 0,0364° ) zugesetztes GSH. 
B: 3 und 5 enthielten 0,0151 °!9, 4 0,0302°/, zugesetztes GSH. 
In der Abbildung sind die Gesamtumsitze als Summen von Teilumsé&tzen (durch verschiedene 
Reaktionen bewirkt) dargestellt. Streng genommen ist das nicht richtig. 


Versuch A. a) Leberextrakt (1 Tag im Eisschrank, ! / 569) 8-O H-Chinolin 
sulf.); b) der gleiche Leberextrakt + 20 mg Pankreatim pro 100 cem. a) und b) 
wurden 6 Stunden bei 38° inkubiert. 25 cem der inkubierten Ansatze wurden 
zu 25cem Puffer-GSH.-Wassermischung gegeben. Nach Zusatz von 5cem 
Phenylglyoxallé6sung wurde eine weitere Stunde inkubiert. 

Versuch B. a) Lebereatrakt (ahnlich wie in Versuch A) und b) Leber- 
extrakt + 50mg Pankreatin pro 100cem, wurden 5 Stunden bei 38° 
inkubiert. Weitere Behandlung ahnlich wie in Versuch A. 
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Abb. Ss) zeigt. daB nicht nur die unvorbehandelte Glyoxalase, 
sondern auch die pankreatingehemmte Glyoxalase durch GSH. stark 
aktiviert wird. Die Vorbehandlung der Lésungen b) in beiden Ver- 
suchen gewahrleistet volle Enzymhemmung [zur Sicherheit wurden in 
Versuch A von Zeit zu Zeit Proben der Lésung b) entnommen; volle 
Hemmung war schon vor Vollendung der 6 Stunden Vorbehandlung 
eingetreten]. 

Die bisher beschriebenen Versuche beweisen nicht, dal die beob- 
achtete Beschleunigung der Phenylglyoxalzerst6rung wirklich eine 
Beschleunigung der Glyoxalasewirkung ist. In folgendem Versuch 
wurde die polarimetrische Methode benutzt, auBerdem die gebildete 
Mandelsaure in Substanz isoliert!. 


Tabelle 11. 


Die Versuchsansdtze enthielten l00cem Leberextrakt (2 Tage im 
Hisschrank, ? 569) 9S-OH-Chin. sulf.) — 50cem  Phosphat puffer 10 cem 
Wasser + 25cem Phenylglyoxallésung (enthaltend 1,74 g¢ Phenylglyoxal- 
hydrat in 100 cem). 2'/, Stunden bei 38° inkubiert. Die polarimetrischen 
Bestimmungen erfolgten nach der friiher von mir beschriebenen Methode. 





Leberextrakt boaters wai eginin 
Unvorbehandelt . . 2... . 0 - 087° 
4 Stunden mit Pankreatin 

(50 mg/100 eem) inkubiert 0 — 0,08° 
Mit Pankreatin inkubiert . . 0,029 — 12,97° 


Aus einem Ansatz. enthaltend 200 cem Leberextrakt (4 Stunden mit 


100mg Pankreatin inkubiert) + 100 cem Phosphatpuffer + 50 ccm Phenyl- 
glvoxall6sung (wie oben) + l0cem GSH.-Lésung (enthaltend 108 mg), 


wurde nach 2!,, Stunden Inkubation die gebildete Mandelsaéure in Substanz 
isoliert. 0.22 ¢ kristallinische Substanz (aus Benzol umkristallisiert ) wurden 
erhalten: in 10 cem Wasser gelést gaben diese im 2-dm-Rohr eine Drehunyg 


von sad 

Nach diesem Versuch ist wohl nicht daran zu zweifeln, daB es 
wirklich die ,Glvoxalase ist, auf die GSH. eine aktivierende Wirkung 
austibt. 

Der nachste Versuch hatte den Zweck, die Identitat der durch 
GSH. aktivierten Phenylglyoxalzerst6rung und der Phenylglyoxal- 
zerstOrung durch unbehandelte Leberglyoxalase noch auf andere Weise 
nachzuweisen. Es schien wahrscheinlich, daB das Verhalten beider 
Reaktionen zu Enzvymhemmungsstoffen einen weiteren Beweis liefern 


1 Fiir Methylglyoxal hat schon Lohmann den Nachweis gebracht, dab 
die durch GSH. bewirkte Wehrumsetzung, ebenso wie die Wirkung unbe- 
handelter Glvoxalase, zu Milchsaure fiihrt. 
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dirfte. Der Aktivierungseffekt mit Propylalkohol war noch nicht 
beobachtet worden, und aus verschiedenen Griinden wurde dieser Stoff 
als wahrscheinlicher Enzymhemmungsstoff gewahlt. 

a) Lebereatrakt, 2 Tage im Eisschrank, '/5¢9) 8-OH-Chin. sulf.; 

b) desgleichen, mit 50 mg Pankreatin pro 100 cem 5 Stunden inkubiert. 
Phenylglyoxallésung: 3g Phenylglyoxalhydrat in 120 cem. 

Die Versuchsansdtze bestanden aus 20cem a) oder b) — L0cem Phosphat- 
pufter 10cem Wasser, GSH.-Lésung, verdiinntem Propylalkohol. Nach 
Zusatz von 5cem Phenylglyoxall6sung wurde 1 Stunde 36 Minuten  in- 
kubiert. 

Abb. 9 veranschaulicht die Ergebnisse. Das Hauptergebnis ist 
schon erwahnt worden, namlich daB n-Propylalkohol anstatt zu hemmen, 
im Gegenteil das Enzym stark aktiviert. Andererseits hat n-Propyl- 
alkohol keine Wirkung auf das durch Pankreatin gehemmte Enzym; 
die Aktivierung durch Propylalkohol ist also verschieden von der 
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Abb. 9. 
Aktivierung der Glyoxalase durch GSH. und n-Propylalkohol. 
Linie a: Reaktionsgréfe mit pankreatin-gehemmtem Leberextrakt (}), (Glyoxaftinreaktion). 
Linie 6: Reaktionsgréfie mit unvorbehandeltem Leberextrakt (a). 
Schragschraffiert: Reaktionsgrife des Enzyms im unyorbehandelten Leberextrakt. 
Langsschraftiert: Durch 0,0089 °;, GSH. verursachte Aktivierung. 
Weil} (oben): Dureh n-Propylalkohol verursachte Aktivierung. 
Schwarz: Ansitze mit pankreatin-gehemmtem Leberextrakt. 
Zu 3. wurde 1,67 (Vol.)-°/9 n-Propylalkohol hinzugegeben, zu 5. und 8. 1° ¢, zu 6. une 
zu 7. und 10. 1, ° 


Aktivierung durch Glutathion. Auch zeigt dies, wie schon betont, daB 
auch beim Propylalkoholeffekt das Enzym und nicht etwa eine der 
Glyoxaffinreaktionen aktiviert wird. Die Aktivierungen durch GSH. 
und durch n-Propylalkohol scheinen nicht quantitativ summierbar 
zu sein; doch darf man aus diesen Ergebnissen quantitative Schliisse 


nur mit Vorsicht ziehen. 
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In den bisher beschriebenen Versuchen ist gezeigt worden, dal 
pankreatingehemmte Glyoxalase durch GSH. reaktiviert wird. Damit 
ist recht wahrscheinlich gemacht, aber keineswegs bewiesen worden, 
dab die ,,Antiglyoxalase’* des Pankreatins durch GSH.-,,Inaktivierung” 
wirkt. Wir miissen erst zeigen, daB nicht nur die unvorbehandelte 
oder pankreatingehemmte Glyoxalase durch GSH. aktiviert wird, 
sondern auch umgekehrt. da Inkubation mit Pankreatin die durch 
GSH. aktivierte Glyoxalasewirkung hemmt. 

Leberextrakt: 1 Tag im Eisschrank. '/s599 S-OH-Chin. Sulf. GSH.- 
Lésung: 43.75 mg in 5cem. Pankreatinlosung: 3 mg in 5cem. 

Ansdtze a) bis ¢) enthielten 150 com Leberextrakt 10 cem Pankreatin- 
lésung; auBerdem in a) 10 cem Wasser. in b) 5cecem Wasser und 5 cem 
GSH.-L6sung, in ¢) 10 cem GSH.-Lésung. 

Die Ansatze wurden anaerob in evakuierten Flaschen bei 38,3° in 
kubiert. Von Zeit zu Zeit wurden 20 cem der inkubierten Ansatze zu 20 ccm 
Puffer 5eem Phenylglyoxall6sung gegeben. Weitere Inkubation: 
40 Minuten. 

Abb. 10 zeigt die Versuchsergebnisse. Leider wurde der Teil des 
Versuchs, der die Anfangswerte der Ansatze b) und c) gegeben hatte, 
aus dAuBeren Griinden nicht vollendet. Das wesentliche Ergebnis tritt 
aber trotzdem klar hervor: nicht blo®B unvorbehandelte Glyoxalase 





Abb. 10 
Inaktivierung der Glyoxalase 
durch Inkubation mit Pankrea- 
tin bei verschiedenem Anfangs- 

gehalt an GSH. 





‘ 
a: (ne GSH.-Zusatz 
h: + 0.0258 °/5 GSH. ; 


+ 00515 8/5 GSH 





des Leberextraktes, sondern auch Glyoxalase in Gegenwart von zu- 
gesetztem GSH. wird durch Pankreatin inaktiviert. Da pankreatin- 
gehemmte Glyoxalase durch GSH. reaktiviert wird, muB in diesem 
Versuch das zugesetzte GSH. seiner Aktivierungsfahigkeit beraubt 

umgewandelt oder zerstért worden sein. Damit ist das Glyoxalase- 
coenzym als Angriffsort der ,,Antiglvoxalasewirkung™ erwiesen. Ferner 
[wenn man nicht die Annahme macht. daB ein im Leberextrakt (neben 
dem sowieso vorhandenen GSH.) vorkommendes Glyoxalasecoenzym 
mit GSH. sowohl in der Fahigkeit Glyoxalase zu aktivieren, als auch 
in der Empfindlichkeit Pankreatin gegenitiber iibereinstimmt] diirfte 
man in diesem Versuch eine weitere Bestatigung der von Lohmann 
angenommenen = natiirlichen Coglvoxalasefunktion des — reduzierten 


Glutathions sehen. 
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Durchsicht der in Tabelle I zusammengestellten Werte fiihrte zu 
einer interessanten zufalligen Entdeckung. Parallel mit der abnehmenden 
Geschwindigkeit der Phenylglvoxalzerst6rung nimmt auch der Phenyl- 
glyoxalanfangsschwund ab. In Abb. 11 sind die Anfangswerte der 
Tabelle I als Funktion der Inkubationsdauer dargestellt. Wie man 
sieht, liBt sich“durch diese Werte eine Kurve legen, die ein Spiegelbild 
der in Abb.7 gezeigten Pankreatinhemmungskurve darstellt. Die 
Bedeutung dieser Erscheinung, die auch sonst bei Pankreatinhemmung 
beobachtet wurde, ist noch nicht klar. In Teil I wurde wahrscheinlich 
gemacht, da GSH. fiir einen wesentlichen Teil des Phenylglyoxal- 
anfangsschwundes verantwortlich ist; es scheint, daB Glutathion, zu- 
sammen mit der Fahigkeit Glyoxalase zu aktivieren, auch die Fahigkeit, 
Phenylglyoxal augenblicklich zu binden, verliert. Diese Beobachtung 
kann zwar nicht als weiterer Beweis fiir die hier aufgestellte Theorie 
der Antiglyoxalasewirkung gelten; sie stimmt aber gut dazu. 








k ——— 1 Abb. 11. 

~ gg} , ———-_ Analytisch bestimmter Phenyl- 
> / 7 glvyoxalgehalt, sofort nach 
>| F | Phenylglvoxalzusatz zu Leber- 
Ned | La | | extrakt, der verschieden lange 
~ « / | > Saas " 

& t } mit Pankreatin inkubiert worden 
>» J P 

R 47 3 r 3 war. 
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4, Wirkt Pankreatin auf Gluitathion ein? 


Worin besteht die Anderung, die das Glutathion bei Inkubation 
mit Pankreatin in Leberextrakt erleidet / Das titrierbare - SH. im 
Leberextrakt ist nach Pankreatinhemmung des Enzyms_ unverandert 
vorhanden. In Abb. 6 ist der jodometrisch bestimmte -—SH.-Gehalt 
(als Glutathion berechnet) neben der Enzymwirksamkeit dargestellt'. 
Die --SH.-Bestimmungen wurden an den mit Pankreatin inkubierten 
Ansaitzen vor Phenylglyoxalzusatz durchgefiihrt. 


Am einfachsten ware die GSH.-.,Inaktivierung*’ wohl durch 
hydrolytische Spaltung des Tripeptids durch eine der pankreatischen 
Peptidasen zu erkliren, besonders da nach Lohmann Cystein das 
GSH. nicht zu ersetzen vermag. Allerdings haben Grassmann, Dyckerhof} 
und LKibeler? reduziertes Glutathion verschiedenen  pankreatischen 
Proteasen und Peptidasen gegeniiber dauBerst wiederstandsfahig ge- 
funden; im Gegensatz zum Disulfid, das von pankreatischer Carboxy- 
polypeptidase angegriffen wird. Dabei haben diese Autoren aber 


1 Die benutzte Methode stimmte mit der von Avihnau (diese Zeitschr. 
230. 353, 1931) bis auf unwesentliche Veranderungen iiberein. 
® Zeitschr. f. phys. Chem. 169, 119, 1930. 
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GSH. in Konzentrationen von 15,3 mg pro Kubikzentimeter verwandt, 
wesentlich héher als die héchsten hier benutzten GSH.-Konzentrationen. 
Da sie zugleich auch gezeigt haben, daB Peptidasen von GSH. gehemmt 
werden, und zwar bei GSH.-Konzentrationen geringer als in den eben 
erwahnten Versuchen, aber immer noch héher als in den in dieser 
Mitteilung beschriebenen, so schien ein anderes Ergebnis hier nicht 
ausgeschlossen. Es erschien daher wiinschenswert zu prifen, ob GSH., 
mit Pankreatin allein inkubiert, die Fahigkeit, Glvoxalase zu aktivieren, 
verliert. 

Lohmann hat gezeigt, daB GSH. bei der Oxydation zum Disulfid 
seine Coenzymwirksamkeit verliert. Es ist daher nétig, beider Inkubation 
die GSH.-Lésungen vor Oxydation zu schiitzen. (Eigens angestellte 
Versuche haben gezeigt, daB ,,Antiglvoxalase’’-Wirkung in Abwesenheit 
von Sauerstoff stattfindet.) In Versuchen itiber Hemmung der Leber- 
glyoxalase verhindert der Leberextrakt selber die Oxydation von GSH. 
bei nur maBigem Sauerstoffzutritt!. In den jetzt zu beschreibenden 
Versuchen aber, in denen sehr verdiinnte GSH.-Losungen lingere 
Zeit in Abwesenheit reduzierender Systeme inkubiert werden, miissen 
strenge VorsichtsmaBregeln gegen etwaige Oxydation genommen 
werden; dies um so mehr, als etwa gebildetes Disulfid der Peptidase- 
wirkung zuganglich sein kénnte. 


Versuch A. 


25cem Ansdtze, enthaltend 4.5 mg GSH. und verschiedene Pankreatin- 


1 8-OH- 


mengen (beides gelést in 0,08 mol. Phosphat von »y 6.5, mit */) 490 


Chinol. Sulf.) wurden 4 Stunden bei 38° inkubiert. 


Ansatz: é&thn« dé «of 
Pankreatinkonzentration: 0 1 4 10 6 6mg/l00 cem 


Die GSH.-Lésung im Ansatz e) war vor Gebrauch 3 Minuten gekocht 
worden. f) enthielt auBer den genannten Bestandteilen lime GSSG. (Der 
Zweck dieser Ansitze war, eine etwaige katalytische Wirkung von GSNSG.- 
oder GSH.-Abbauprodukten aufzuzeigen. ) 

Die Ansatze wurden 4 Stunden bei 38° inkubiert. Hier, wie auch in 
den folgenden Versuchen, wurde in 75ccm fassenden Thunbergschen 
Réhrehen inkubiert, die. zur Entfernung von Sauerstoffresten, folgender- 
maBen ausgeriistet waren: innerhalb der Thunberg-Réhren befanden sich 
kleine Reagenzglaser, beschwert mit einigen Tropfen Quecksilber und am 
Rande paraffiniert. Diese Einsatzréhrchen enthielten je 2 cem einer 30 °oigen 
Lésung von Na,S,0, in 20% KOH, sowie ein Roéllchen Filtrierpapier. 

Nach Ablauf der 4 Stunden wurden je 20 cem der inkubierten Ansatze 
zu 20cem Leberextrakt gegeben und 5cem Phenylglvoxall6sung hinzu- 
gefiigt. Abnahmen sofort und nach | Stunde 4 Minuten. Zugleich wurde 
ein Kontrollansatz mit Leberextrakt usw. ohne GSH. inkubiert. 


1 Vgl. Hopkins u. Elliott, Proc. Roy. Soc. (B) 109, 58, 1932. 
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Tabelle 12. 
Die erhaltenen Werte sind direkt in Kubikzentimeter 0.1035 n NaOH. 
zur Neutralisation des mit H,O, oxydierten Phenylglyoxals verbraucht 
ausgedriickt. 











rae ecm NaOH nach Schwund 
0 Min 64 Min. 0 
a 12,29 | ‘ 2.45 | 
30 Fs S02 
12°39 | 123 2.43 | 744 2 
b 12,18 | 49< £36 i anc a 
12.29 | 12,20 288 | 2.86 (6.6 
12,59 | »5 759 3.85 | sie OR 
12.46 12,72 389 S87 69.6 
d 12,13 | «59» 3,96 | oar 
12:39 | 122° 3.96 | 2:9 67,6 
e 12.44 3,75 |. ¥¢ 
3°87 | 3,51 69,4 
f 12.46 | 1.93 | se as 
yeu > At 92 ‘ 
12.45 | 12-46 1.90 5 19? 54,1 
Kontrollansatz a? ae . = 
12,16 j 119 9.29 | 9:26 -_ 
Tabelle 13. 
Dauer a : 
der anaeroben 0,01035n NaOH, bendtigt nach 
Inkubation schwund 
Std. 0 Min. in eem 60 Min. in cem 
Versuch B. 
0 9.6 | , O30) « as vee 
va SSS , Us i Sx 
8,72 | ° 0,36 | 938 os 
4 8.69 | oo. 0.251.. aes 
8.54 { &.62 (),29 | 0.24 83.6 
i ‘ 
ie 6 —— 913 | 9 19 
0.10 | 
Versuch €, 
0 Min. in cem 45 Min. in cem 
1 asites 6621 . 22 ote 
2, ne + OC oO. 
i j 244 0.71 | 6 0.5 
4 - 0,45 | m 
’ 0, - 
0,49 | 4! 
8 S780 os 0.54 1 ..+ J 
eam T Ot + 58 51,2 
2.607 | 2,40) 0.63 | 9,9 1,2 


Versuch B. 
Dieser Versuch war dem vorhergehenden aéhnlich: nur wurde statt 
mehrerer Pankreatinkonzentrationen eine einzige Konzentration verwendet. 
Proben wurden nach verschiedenen Zeitintervallen auf ihr Aktivierungs 


vermogen untersucht. 
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Versuchsansatz. 2.26mge Pankreatin und 28.4mge GSH. in lOO cem 
Phosphat puffer (0,065 mol., py 6.5). Mit eimgen Tropten Toluol unter den 
gleichen Anaerobiosebedingungen wie im vorhergehenden Versuch inkubiert. 
Von Zeit zu Zeit wurden 20cem Proben zu Leberextrakt und Phenyl 
glivoxal zugesetzt und | Stunde weiter inkubiert. 


Versuch C. 

Ahnlich dem vorhergehenden. lOmg Pankreatin und 16mg (FSH. in 
100 com Phosphat (0.08 mol., py etwa 6,5, enthaltend ! 69) 8-O H-Chin. Sult.). 
Inkubiert unter den gleichen Bedingungen wie in Versuchen A und B. 
Dauer der Inkubation mit Leberextrakt und Phenylglvoxal: 45 Minuten. 


Die in Tabelle 12 enthaltenen Werte zeigen eine geringe Ver- 
minderung der Glyoxalaseaktivierung von mit Pankreatin inkubiertem 
GSH. Mit steigender Pankreatinkonzentration nimmt diese Ver- 
minderung zu. Vergleicht man dieses Ergebnis mit dem in Abb. 10 
veranschaulichten Versuch, wo geringere Pankreatinmengen auf héhere 
GSH.-Konzentrationen in Gegenwart von Leberextrakt einwirkten, 
so sieht man, daB die ,,.Inaktivierung™ hier recht gering ist. Die starke 
Beschleunigung in (f) kann wohl durch Reduktion des Disulfids erklart 
werden (vgl. Lohmann, |. c.). Die in Tabelle 13 dargestellten Ergebnisse 
lassen iiberhaupt keine ,,[Inaktivierung” erkennen, obwohl in Versuch © 
10mg pro 100cem Pankreatin auf nur 16mg GSH. 8 Stunden ein- 
wirkten. 

Es ist nicht unmdglich. dali die in Versuch A beobachtete geringe 
..Inaktivierung’’ erst nach Zugabe zum Leberextrakt im Laufe der In 
kubation mit Phenylglyoxal stattfand; mit anderen Worten, dal det 
Phenylglyoxalschwund in den Pankreatin enthaltenden Ansatzen allmahlich 
hinter Ansatz a) zuriickblieb. 

Diese Versuche sprechen gegen eine direkte Einwirkung von Pan- 
kreatin auf Glutathion in der Sulfhydrylform. 

In Versuch A und C wurde als Antiseptikum wie sonst in diesen 
Versuchen 8-Oxychinolinsulfat benutzt. Es ware nicht unmédglich, 
daB dieser Stoff, dessen Konzentration hier sowohl die GSH.- als auch 
die Pankreatinkonzentration wesentlich tibertrifft, eine etwaige Zer- 
setzung des Glutathions in reiner Lésung hemmt, nicht aber in Gegen- 
wart von Leberextrakt. In folgendem Versuch wurde daher die In- 
kubation unter aseptischen Kautelen vollzogen und so die Anwesenheit 
eines Antiseptikums unnétig gemacht. 


Versuch D. 


o-CCIL- 


Wie in den vorhergehenden Versuchen wurde auch hier in 
Thunberg-Rohren inkubiert. Statt durch NagS,O,-Einsatzréhrcehen wurde 
die Anaerobiose durch wiederholtes Fiillen mit Wasserstoff und Evakuieren 
gesichert. Die GSH.-Lésung wurde durch ein NSeitzsches Filter gesauct 
Pankreatin wurde in sterilen Kélbchen mit etwas absolutem Alkohol und 
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Ather iiberschichtet: nach etwa halbstiindigem Stehen wurde steriles 
Wasser zugegossen (Konzentsationsbestimmung durch Wagen). Aus den 
anaerob inkubierten Ansatzen wurden Alkohol und Ather beim Evakuieren 
entfernt; aus den zu Kontrollansaétzen verwendeten PankreatinlO6sungen 
durch einen Luftstrom. 

Die Ansdtze bestanden aus 50 ccm einer Lésung von 7,6 mg GSH. in 
50 cem 0,2 mol. Phosphat (pq 6.5) + 5cem Wasser oder Pankreatinlésung. 

Die anaeroben Ansatze wurden 6 Stunden bei 38,5° inkubiert. Nach 
SchluB dieser Inkubationsperiode wurden Proben zur bakteriologischen 
Untersuchung auf Anaerobier (Entwicklung aerober Keime kann woh! 
ausgeschlossen werden) entnommen. Alle Ansiitze erwiesen sich voll- 
kommen steril?. 

50-cem-Proben der inkubierten Ansaétze wurden zu 50 cem Leber- 
extrakt gegeben. Kontrollansdtze wurden ahnlich hergestellt, aber nicht 
vorinkubiert. Nach Zusatz von 10 ccm Phenylglvoxallésung wurde weiter 
inkubiert. 

Tabelle 14. 





Pankreatin- 0,01035n NaOH, bendtigt nach 
Nr konzen- —— rs : 
— tration * 0 Min. 24 Min 47 Min. 69 Min. 
mg 100 ccm ecm eem O'> Diff. com o, Diff. eem ©) Ditt 
Kontrollansatze. 
1 0 10.25 687 | a- | 5,40 P OT Re 
1025 694 927 547 470  geg | 548 
2 5.2 9.92 6.45 P 5,37 m 4.68 nO fp 
9,96 6.60 34,4 5,38 45,9 4.76 6,6 
3 19,2 10,03 6,86 — 5,70 4,98 sa 
9,2 y ‘ Of! 29 ’ F 
10.07 6.90 31,6 5,72 43,2 4.94 30,6 
Hauptansiatze. 
4 9.4 10,00 6.32 ar — 4,25 os 
nd yp % ot - “ f ) 
10.07 643 6,4 , 438 (OM 
5 19.2 9,90 | 657 — ang 5,17 ‘Sir so 
+" O0,¢ w one t « DBS 
1001 | 661 | 9 523 478 | 43g | 56, 
* Im inkubierten Ansatz vor Zusatz von Leberextrakt usw. 
Die gleiche Glyoxalaseaktivitat wurde nach Zugabe der 6 Stunden 
inkubierten GSH. + Pankreatinlésungen gefunden, wie nach Zugabe 


ahnlicher, nicht vorher inkubierter Lésungen. 

Zusammengenommen zeigen die vier letztbeschriebenen Versuche, 
dafsi GSH., mit Pankreatin allein inkubiert, die Fahigkeit, Glyoxalase 
zu aktivieren, nicht verliert (obwohl gréBere Pankreatinkonzentrationen 
in diesen Versuchen auf GSH. einwirkten, als zur Inaktivierung von 
Leberextrakt mit oder ohne extra GSH. nétig sind). 


1 


Fiir die bakteriologische Untersuchung. sowie fiir Rat und Hilfe 
beim aseptischen Ansetzen des Versuchs, méchte ich Herrn J. Yudkin 
auch hier herzlichst danken. 
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Es scheint daher, daB sowohl Pankreatin als auch Leberextrakt 
(frischer Gewebeextrakt /) zur ..Inaktivierung’ des Glutathions als 
Glyoxalasecoenzyms nétig sind (wobei tiber das Wesen der Veranderung 
im GSH.-Molekil, die zum Verlust der Aktivierungsfahigkeit fiihrt, 
vorliufig nichts gesagt werden kann). Es wird interessant sein, die 
Wirkung von frischem Pankreasextrakt auf GSH. zu erproben. Hier 
mége auch noch einmal an die oben beschriebene Induktions- 
periode erinnert werden, die augenscheinlich fir die Antiglyoxalase- 
wirkung des Pankreatins charakteristisch ist. SchlieBlich mége noch 
darauf hingewiesen werden, daB ein Vergleich der verwendeten Pan- 
kreatinmengen mit den GSH.-Mengen. deren aktivierende Wirkung 
vernichtet wird (z. B. 3.53 mg Pankreatin und 51.5 mg GSH.), die 
Reaktion als eine katalvtische oder enzymatische erscheinen 1aBt. 


Uber das Wesen der .,Antiglvoxalase’ Schliisse zu ziehen, wiire 
verfriiht. Jedoch scheinen folgende SchluBfolgerungen schon jetzt 
auf Grund des Vorhergehenden berechtigt zu sein: an dem Anti- 
glvoxalasee/fekt, der Glyoxalasehemmung durch Pankreaspraparate, ist 
(entgegen v. Varghas Betrachtungen) nicht zu zweifeln; die <Anti- 
glyoxalase, als spezifisch auf Glyoxalase eingestellter Hemmungs- 
faktor, vielleicht mit regulierender Funktion im Kohlenhydratstoff- 
wechsel (Dakin und Dudley), wird dagegen wohl einem auf Glutathion 
eingestellten, zur Glyoxalase nur in zufalliger Beziehung stehenden 
System weichen miissen. 


V. Zusammenfassung, 


1. Je nach den Versuchsbedingungen kénnen die nichtenzymati- 
schen Umsetzungen der Glvoxale mit Gewebebestandteilen von be- 
deutendem Ausmaf sein, oder der Glvoxalasewirkung gegeniiber in 
den Hintergrund treten. Sehr geringe Pankreatinmengen geniigen zur 
vollstandigen Hemmung der Glyoxalase: die direkte Einwirkung des 
Pankreatins auf das Substrat (hier Phenylglyoxal) kann dabei ganz 
vernachlassigt werden. Die Grébe des nichterizymatischen Glyoxal- 
schwundes im Gewebeextrakt kann in Kontrollansaitzen nach Enzym- 
hemmung bestimmt und als Korrekturfaktor beriicksichtigt werden. 


2. Ein mit den Versuchsbedingungen wechselnder, aber jeweils 
konstanter Bruchteil des zu Leberextrakt zugesetzten Phenylglyoxals 
ist bei sofortiger Analyse nicht mehr wiederzufinden. Dieser Anfangs- 
schuwund nimmt mit steigender Verdiinnung des Leberextraktes ab; 
von der Phenylglvoxalkonzentration ist er (in Prozenten ausgedriickt) 
weitgehend unabhangig. Ein Teil des Anfangsschwundes wird durch 
im Trichloressigsiureniederschlag vorhandene Stoffe verursacht; cin 


Teil findet auch im Trichloressigsiurefiltrat statt und ist teilweise 
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oder ganz auf Glutathion zuriickzufiihren. Bei Inkubation mit Pan- 
kreatin nimmt der Anfangssschwund parallel mit der Glyoxalase- 
wirkung ab. 

3. Na-H-Maleatpuffer hemmt die Glyoxalase stirker als Phosphat. 
Durch n-Propylalkohol wird Glyoxalase stark aktiviert, optimal bei 
einer Konzentration von 1,8°,. Eine Substratkonzentration von 
0,2°., Phenylglyoxal ist fiir die Glyoxalasewirkung optimal; bei héherer 
Phenylglyoxalkonzentration nimmt die Enzymwirksamkeit ab. 

4. Die Hemmung der Glyoxalase durch Pankreatin (A ntigl yoralase ) 
ist ein allmahlicher Vorgang. Dem Hemmungsvorgang geht eine 
Induktionsperiode voraus. Die Hemmung der Glyoxalase durch Anti- 
glyoxalase wird durch Glutathionzugabe riickgingig gemacht. Auch 
nach Glutathionzugabe wird Glyoxalase durch Inkubation mit Pan- 
kreatin gehemmt; es mu also das Glutathion durch Pankreatin- 
einwirkung seine Fahigkeit verlieren, als Glyoxalaseaktivator zu wirken: 
der Angriffsort der Antiglyoxalasewirkung ist das Glyoxalasecoenzym, 
das Glutathion. Bei Inkubation mit Pankreatin allein, ohne Leber- 
extrakt, wird Glutathion nicht angegriffen, seine Faihigkeit, Glyoxalase 
zu aktivieren, bleibt unverandert. 


Zum SchluB méchte ich Herrn Professor Sir F.G. Hopkins tii die 
mir gebotene Méglichkeit, diese Arbeit in seinem Laboratorium durch- 
zufiihren, meinen Dank aussprechen. Frl. D. Brockhouse bin ich fiir Hilfe 
bei einem ‘Teil der zu dieser Arbeit nétigen Phenylglyoxalbestimmungen 
Dank schuldig. 
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Studien tiber Harneiweib. 
Von 
S. Kozawa, R. Iwatsuru und T. Adachi. 
(Aus der zweiten Medizinischen Klinik der Kaiserlichen Universitat zu 
Osaka.) 


(Eingegangen am 12. Januar 1933.) 


I. Einleitung. 

Das Wesen des pathologisch auftretenden HarneiweifBes ist bisher 
von vielen Autoren nach verschiedenen Richtungen hin untersucht 
worden. Mertens (1901), Stern (1901), Leclainche und Valée (1901), 
Erben (1903), Grund (1906) und Salus (1914) haben auf serologischem 
Wege gezeigt, daB das HarneiweiB fast mit dem Serumeiweif identisch 
ist. Minet und Leclercq (1912), Cameron und Wells (1915) kamen mit 
der anaphylaktischen Methode fast zu demselben SchluB. 

Von chemischer Seite wurde aber eine dem widersprechende 
Meinung laut, indem das HarneiweiB nach Lehmann (1866), Hoffmann 
(1882), Erben (1903), Csatary (1891), Joachim (1903) und Sikes (1905) 
fast immer aus Albumin bestehen sollte. Man nahm lange mit Erben an, 
daB fiir das Globulin mit seinem gr6éBeren Molekulargewicht das Nieren- 
epithel weniger durchlassig sei als fiir das kleinere Albuminmolekiil. 

Seit 5 Jahren haben wir uns mit dem isoelektrischen Punkt, dem 
Aminosauregehalt sowie der Albumin-Globulinfraktion des HarneiweiBes 
beschaftigt, mit der Frage, ob das HarneiweifS mit dem SerumeiweiB 
verwandt oder von ihm vollig verschieden ist. Dabei haben wir einen 
bei der Globulinbestimmung des HarneiweiBes bisher irrtiimlicherweise 
angewandten methodischen Fehler besonders beachtet. 


II. Methodisches. 
1. Isolierung von Harn- sowie Serumeiweifs. 

Das Harneiweif wird nach folgendem Verfahren méglichst rein isoliert : 
Der frisch entleerte, reichlich Eiweif enthaltende Harn wird abgenutscht 
(nétigenfalls mit Tierkohle entfarbt), das Filtrat mit geniigender Menge von 
20°.iger Sulfosalicylsiure versetzt und nach einigen Stunden dekantiert. 
wobei der Niederschlag zuerst mit Leitungswasser, dann mit destilliertem 
Wasser mehrmals gewaschen und mittels einer Nutsche von der Fliissigkeit 
abgetrennt wird. Der Riickstand wird auf Filtrierpapier verteilt und bei 
Zimmertemperatur getrocknet, dann pulverisiert und im Chlorcalcium- 
exsikkator aufbewahrt. Die Kjeldahl-Stickstoffbestimmung zeigt, daB 
das so erhaltene HarneiweiBpulver gew6hnlich 80°, echtes Eiweils enthalt. 
Bei Isolierung des EiweiBes vom Serum sowie von den verschiedenen 
K6rperfliissigkeiten werden dieselben zuerst mit destilliertem Wasser 
vermengt und dann mit 20°, iger Sulfosalicylsaure versetzt. Die weiteren 

Manipulationen werden wie oben ausgefiihrt. 


21* 
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2. Isoelektrischer Punkt. 

Eine bestimmte Menge von Eiweifipulver verschiedener Herkunft 
wird in n/10 Natronlauge gelést und —- um eine ungefahr 2° ige Eiweilb- 
lésung zu erhalten mit n/10 Schwetelséure (etwa gleiches Volumen wie 
Natronlauge) fast bis zum py 7.0 neutralisiert. Somit ist fiir die weitere 
Untersuchung eine ungefahr 1,0 °,ige Eiweiblé6sung gewonnen, deren genauet 
KiweiBgehalt nach Ajeldahl bestimmt wird. Je ein Tropfen (zuweilen auch 
zwei Tropten) dieser Lésung wird nacheinander in je 1,0 cem Phosphat- 
gemisch, Acetat - sowie Citratgemisch gebracht, wobei der jeweilige Triibungs- 
grad direkt nach dem Umschiitteln und spater der Niederschlagszustand 
nach 24stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur notiert werden. Der 
maximale Niederschlag sowie die maximale Triibung zeigen den gleichen 
isoelektrischen Punkt. 

3. Gehalt einiger wichtiger Aminosduren im Eiweifpulver, 

Das HarneiweiBpulver wird nach der oben angegebenen Methode ge- 
sammelt. Zunachst muB jedoch das Harnpigment mit Tierkohle entfernt 
werden, um durch dasselbe nicht die weiteren Bestimmungen zu st6éren. 


A. Gehalt unseres EiweiBpulvers an echtem EiweiB. 

Zuerst ermitteln wir nach Ayje/dahl den Stickstoffgehalt des EiweiBb- 
pulvers, dessen mit 6,25 multiplizierter Wert als echtes EiweiB betrachtet 
werden kann, da kein Reststickstoff im Pulver nachweisbar ist. In der 
Tat finden wir gewohnlich 70 bis 80°, EiweiB in unserem Pulver. 

B. Tryptophangehalt. 

Der Tryptophangehalt wird nach Tillmans und Alt (1925) gemessen, 
indem wir 0,050 g EiweiBpulver in 10 ccm 66 °,iger Schwefelséure auflésen, 
um nach 2 bis 3 Stunden 0,5 ccm destilliertes Wasser und einen Tropfen 
2°,igen Formaldehyd zuzusetzen. 0,5cem Standardlésung enthalten 
05mg Tryptophan (Kahlbaum), welche — wie beim Hauptversuch - 
in l0cem 66°, iger Schwefelsaiure aufgenommen werden, dazu kommt ein 
Zusatz von einem Tropfen Formaldehyd. Nach 5 Minuten wird der dabei 
auftretende gelbe Farbton im Dubosqschen Kolorimeter verglichen. Den 
Tryptophangehalt im echten EiweiB errechnet man nach folgender Formel : 

°% Tryptophan - Farbenindex 0,5 ; 100 100 

. 0,050 % EiweiB im KiweiBpulver 1009 

C. «-Aminosauregehalt. 

x-Aminosiuregehalt sowie Tyrosin- und Histidingehalt im Pulver 
werden nach Hydrolyse des EiweiBpulvers gemessen. Die Hydrolyse tindet. 
wie die meisten Autoren angeben, statt, indem zuerst 1,0 g EiweiBpulver 
mit 20cem 25°,iger Schwefelséure im 100-cem-Kolben unter Riickflub- 
kithlung 15 Stunden lang auf dem Drahtnetz direkt auf der Flamme gekocht 
wird. Dann wird der Inhalt mit destilliertem Wasser bis zu 100 cem auf- 
gefiillt, wovon 10cem zur Ermittlung der gesamten «-Aminosiure nach 
van Slyke (1910) dienen. 

°%, x-Aminostickstoff | ‘mg x-Aminosaurestickstoff\ 100 
im KiweiBpulver | | in 100 cem Hydrolysat x 1000 — 


D. Tyrosingehalt. 

Der Tyrosingehalt wird folgenderweise bestimmt: 50 ccm Hydrolysat 
werden mit 10°,iger Phosphorwolframsiaure versetzt, bis kein neuer Nieder- 
schlag mehr auftritt. Derselbe wird mit l0cem 5°,iger Schwefelséure 
dreimal ausgewaschen und die Waschfliissigkeit mit dem ersten Filtrat 
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vereinigt. Die }liissigkeitsmenge wird gemessen und notiert, 5cem werden 
nach Folin-Denis (1912) zur kolorimetrischen Bestimmung des Tyrosin- 
gehaltes benutzt, wahrend gleichzeitig 5cem der Standardlésung, die 
10mg Tyrosin enthalt, zur Kontrollbestimmung dienen. Das hier ver- 
wandte reine Tyrosin wurde von Jwatsuru nach Fischer aus Seide isoliert, 
das Molekulargewicht ist 181.1, und es erweist sich optisch inaktiv (dl.). 
y oe ph Bh Farbenindex . (cem Filtrat) . 4 
©, Tyrosin in echtem Eiweib ————, . : 

°., Eiweib im EiweiSpulver 

E. Histidingehalt. 

Der Phosphorwolframsaureniederschlag — siehe Abschnitt D— wird 
auf der Nutsche weiter mit 90 c¢em 5°, iger Schwetelsaéure gut gewaschen, 
bis keine Chlorreaktion gegen Silbernitrat mehr nachweisbar ist. Um 
die Schwefelsiure zu entfernen, bringt man den Niederschlag mitsamt 
Filtrierpapier in eine Reibschale, setzt } Bariumhydroxyd unter Zer- 
reibung bis zu schwach alkalischer Reaktion zu und _ filtriert. Das 
Filtrat wird 10 Minuten lang mit Kohlensiéure gesittigt. um den Uber- 
schuB an Baryt zu entfernen. Die so resultierende  Fliissigkeitsmenge 
wird notiert. 10c¢em davon werden zur Histidinbestimmung nach Weiss 


und Ssobolew (1914) benutzt. 10cem Standardlésung enthalten 1,0 mg 
Histidinmonochlorhydrat (von Theodor Schuchardt bezogen), welches 
1 Molekiil Kristallwasser (8.6°,,) besitzt und bei 249,5° sehmilzt. Die 


Histidinmenge von 10 cem Standardlésung ist daher: 
155 . 096 
299 . S80 


°% Histidin in echtem Eiweib 


-1,0 mg 0.74 mg. 
Farbenindex . (cem Filtrat) . 1,48 
% Eiwei$ im Eiweibpulver 
4. Albumin-Globulinquotient. 

Um den Albumin-Globulinquotienten des HarneiweiBes zu bestimmen. 
haben wir zuerst unser EiweiBpulver zur Analyse verwandt. 2.0 ¢ werden 
in 106 cem n/ 10 NaOH aufgenommen, dann mit n/10 H,SO, (fast 100 cem) 
bis zum py 7.0 neutralisiert. Diese Eiweil6sung wird darauf in eine 
Kollodiumhiilse gegossen, die wiederholt so oft in destilliertes Wasser 
getaucht wird, bis die Dialvse vollendet ist. Von dem dabei erhaltenen, 
ungefahr 350 ccm betragenden Dialysenriickstand (Dialysat) ist im /aust- 
Heimsehen Apparat bei Zimmertemperatur soviel zu verdampfen, bis 
eine ungefahr 1 °,ige EiweiBlésung resultiert, die dann mittels Mefizylinder 
auf genau 200 ccm gebracht werden muB. 

Die Gesamtstickstoffmenge wie auch die Reststickstoffmenge werden 
in tiblicher Weise nach Ajeldahl bestimmt. Darauf wird zu 50cem der 
EiweiBlésung feinpulvriges MgSO, vorsichtig bis zur Siattigung zugefiigt, 
nach dreistiindigem Absetzen der Niederschlag durch ein aschen- bzw. 
stickstofffreies Filter filtriert (iiber das noch ungewaschene, etwa 40 ccm 
betragende Filtrat siehe unten!). Es wird mit gesaéttigter MgSO,-Losung 
gut nachgewaschen. dann der Riickstand samt Filtrierpapier mit konzen- 
trierter Schwefelsaure nach Ajeldahl verascht. Aus der erhaltenen Stick 
stoffmenge. die natiirlich den Globulinstickstoff darstellt. kann man 
leicht den Globulingehalt unserer EiweiBblésung errechnen. Hierzu dient 
wie iiblich als multiplizierender Faktor die Zah] 6,25. 

25cem des oben besprochenen globulinfreien, noch ungewaschenen 
Filtrates werden mittels Vollpipette genau abgemessen in ein 100-ccem- 
Becherglas gebracht, das gleiche Volumen Wasser zuyesetzt, mit n 4 Essig- 
sdure schwach angesaiuert. im siedenden Wasserbad gekocht, um das sich 
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bei diesem ProzeB absetzende EiweiB, also Albumin, zu erhalten bzw. zu 
bestimmen. Diesen Niederschlag sammeln wir auf aschen- bzw. stickstoft- 
freiem Filtrierpapier (durch Filtration), waschen ihn griindlich nach und 
bringen ihn mitsamt dem Filtrierpapier in einen Ajeldah/-Kolben, wo er 
wie gewOhnlich unter Zusatz von konzentrierter Schwefelsiure verascht 
wird. Wird bei der so erhaltenen Stickstoffmenge ebenfalls als Multi 
plikator die Zahl 6,25 verwandt, so bekommt man den Albumingehalt. 

Die zuerst von Globulin, dann von Albumin befreite Fliissigkeit wird 
noch einer Reststickstoffbestimmung unterworfen, deren Resultat mit der 
anfangs gefundenen Reststickstoffmenge der EiweiBlésung gut tiberein- 
stimmt (ein Zeichen, daB wahrend der genannten Manipulationen keine 
Zersetzung der EiweiBlésung stattgefunden hat). Bei unserer Arbeits- 
anordnung wird also anstatt der gewéhnlich angewandten Bestimmungs- 
methoden (wo der Gesamtstickstoff, Globulin-N und in vereinzelten 
Fallen auch Reststickstoff ermittelt wird) ein umstéandliches Verfahren 
trotz der Miihseligkeiten desselben gewaéhlt, um die richtigen Werte der 
EiweiBverteilung zu erhalten. Daher haben wir den Albuminstickstoff 
auch durch direkte Bestimmung ermittelt. In der Tat zeigen unsere Tabellen, 
daB die Additionszahlen des Albumin-N und Globulin-N (bzw. Rest-N) 
nicht immer mit dem GesamteiweiB-N identisch sind. 

Weiter dehnten wir unsere Untersuchungen noch auf den eiweib- 
reichen nativen Harn aus. Er wird zuerst mit groBen Mengen destillierten 
Wassers fast bis zur Salzfreiheit dialysiert. Der Dialysierriickstand 
(Dialysat) wird bei Zimmertemperatur im Faust-Heimschen Apparat 
auf fast 1 %4ige salzarme HarneiweiBlésung gebracht, wovon der kleinere 
Teil zur Bestimmung vom Gesamtstickstoff und Reststickstoff benutzt 
und ein aliquoter Teil unter Zusatz von gepulvertem Magnesium- 
sulfat gesaittigt wird. Hierdurch gewinnt man den Globulinanteil. Im 
globulinfreien Filtrat wird das Albumin bei schwach saurer Reaktion 
durch Erhitzen koaguliert (s. vorhergehende Beschreibung). Der 
Albuminstickstoff geht aus dem Kjeldahl-Wert des Riickstandes 
quantitativ hervor. Hier kann die Reststickstoffmenge wieder direkt 
in dem oben erhaltenen globulin- und albuminfreien Filtrat bestimmt 
werden. Der so ermittelte Reststickstoffwert stimmte tatsichlich mit 
dem vor dem MgS0O,-Zusatz zuerst gefundenen Wert gut tiberein. 

Unser Verfahren ist also der gew6hnlich angewandten Methode 
vorzuziehen, die zwar beim Serum gut anwendbar, jedoch fiir die gleichen 
Manipulationen beim Harn nicht zu empfehlen ist. Gutzeit (1924) hat 
zwar seiner Zeit ver6éffentlicht, daB das Serumalbumin sich bei zwei- 
bis dreitagiger Dialyse zum Teil in Globulin umwandelt. Nach unseren 
Erfahrungen ist diese Auffassung nicht zutreffend, da das SerumeiweiB 
bei langdauernder Dialyse sich als Salz fast vollstandig abscheidet und 
sich deshalb der Albumin-Globulinquotient nach dem Globulin hin 


verschiebt. 
It. Ergebnisse. 


Wir haben unsere Ergebnisse iibersichtshalber in folgende Tabellen 


eingeordnet : 
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320 S. Kozawa, R. Iwatsuru u. T. Adachi: 
Tally 
Vergleich der Albumin-Globulinquotienten ; 
Krankheits- hie Alter und Se SD — Rest-N i. Albu- Globu- ; 
arten ; Geschlecht Versuchsmaterial . min-N_ lin-N Al/Gl 
Nr. gidl gidl gidl 
Akute 1 37: J. Q Nativer Harn 0,752 0,671 0,51 0,067 0,010 87:13 | 
Nephritis Losung des Harn- 0,294 | 0,032 1,64 
eiweibes 
2 23 J. o&  Nativer Harn 0,560 | 0,448 0,70 0,099 0,020 83:17 
Lésung des Harn- 0,294 0,084 1,31 
eiweibes 
" 3 30J. o  Lésung des Harn- 0,310 0,041 1,68 
eiweibes 
Chr. 4 50J. Q  Nativer Harn 0,866 0,772 0,59 0,075 0,012 86:14 1 
Nephritis Losung des Harn- 0,294 0,041 1,58 | 
eiweibes 
5 47J3. co  Nativer Harn 0,408 0,356 0,33 0,044 0,008 85:15 | 
Lésung des Harn- 0,265 0,031 1,46 
eiweibes 
. 6 22J. o% Nativer Harn 0.701 0,560 O88 0,114 0,022 84:16 ji) 
Nativer Harn 0,364 0,301 0,89 0,050 0,011 82:18 1); 
Lésung des Harn- 0,287 | 0,044 1,52 
eiweibes 
‘ 7 448J. o% Nativer Harn 0,504 0,371 0.83 0,100 0,032 76:24 | 
Schrumpf- § 45 J. o% Nativer Harn 0,620 0.523 0,61 0,085 0,014 86:14 
niere Losung des Harn- 0,192 0,024 1,05 
eiweibes 
; . 9 64J. co Nativer Harn 1,009 0,890 0,74 0,098 0,019 84: 16 
. 10 605. Q  Nativer Harn 0,474 0,434 0,25 0,031 0,008 80: 20 
Nephrose 11 49J. Q  Nativer Harn 0,917 0,712 1,28 0,162 0,039 81:19 | 
Lésung des Harn- 0,301 0,042 1,62 | 
eiweibes 
‘ 12 20J. 2  Nativer Harn 0,328 0,178 0,94 0,126 0,042 75:25 
Lésung des Harn- 0,294 0,022 1,70 
eiweibes 
e 13 23 J. co Nativer Harn 1,592 1,208 240 0,286 0,090 76:24 
Stauungs-' 14 15J. co Nativer Harn 0,924 0,801 0,77 0,099 0,015 87:13 | 
niere Loésung des Harn- 0,298 0,020 1,74 
eiweiBes 
Nephritis 15 27J. Q  Nativer Harn 0,682 0,621 0,38 0,052 0,008 87:1 
wegen Losung des Harn- 0,342 0,022 2,00 
Typhus ne Durchschnitt (nativer Harn): (83:17 


abd. 
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r alten Methode sowie mit unserer Methode. 
r- feck: Zimmer- 
e- Versuchsmaterial | Rest-N Eiweib  Albu- | Globu- A1GI Spez tempe 
(Nach Behandlung) . min-N  lin-N : Gew ratur 
g/dl g dl g/dl Cc 
1s Dialysiert und konzen- 0,194 0,031 1,02 | 0,089 0,071 56:44 = 1006 16 
triert 
Dialysiert 0,172 0,981 0,96 | 0,079 0,070 58:47 1004 i4 
18 Dialysiert 0,120 0,040 0,50 | 0,048 0,029 62:38 1002 20 
18 Dialysiert 0.034 0,008 016 | 0,013 0100 57:48 1001 20 
Dialysiert und konzen- | 0,268 0,039 143 | 0,127 0,100 56:44 1006 20 
triert 
18 Dialysiert und konzen- 0,165 0,019 0.91 | 0,076 0,065 54:46 1002 1s 
triert 
Dialysiert 0,152 0,022 0,81 | 0,061 0,065 48:52 1005 16 
7 Dialysiert und konzen- 0,249 0,050 1.24 | 0,107) 0,091 54:46 1008 16 
triert 
Dialysiert und konzen- | 0,202 0,009 1,21 0,099 0,091 52:48 1004 17 
triert 
18 Dialysiert 0,151 0,058 9,58 | 0,053 0,087 59:41 1002 20 
2 Dialysiert 0,028 0,003 0,16 | 0,014 0,010 58:42 1001 20 
17 Dialysiert und konzen- 0,376 0,008 2,380 | 0,216 0,144 60:40 1012 17 
triert 
7 Dialysiert und konzen- 0,217 0,092 0,78 | 0,069 0,052 57:43 = 1006 16 
triert 
Dialysiert und konzen- 0,131 0,003 0,80 | 0,072 0,048 60:40 1005 
triert 
0 Dialysiert und konz. 0,190 0,034 097 0,082 0,069 54:46 1006 1b 
18 Dialysiert 0.179 0,008 1.07 0.087 0.081 52:48 1004 18 
1S Dialysiert und konz. 0,209 0,034 1,09 0,096 0,071 58:42 1002 16 
MU) Dialysiert 0,049 0,006 0,27 0,023 0,018 56:44 1001 18 
16 Dialysiert und konz. 0.133 0.080 0,61 0,052 0,045 54:46 1003 18 
Is Dialysiert i 0.184 0,004 1,13 0,092 0.078 54:46 1006 17 
19 Dialysiert und konz. 0,189 0,024 1,03 0,083 0,076 52:48 1004 17 
Ny Dialysiert 0.206 | 0,004 1,26 0,098 0,097 50:50) 1004 18 
Durchschnitt (nativer Harn, dialysiert): 56:44 
Durechschnitt (HarneiweiS), gelést und dialysiert: 54:46 
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Vergiteich der 


Tabelle 


Albumin-Globulinquotienten 








Versuch 
Nr. 


6 


~! 


Alter und 
Geschlecht 


37 Jahre, 


30 


50 


49 , 


20 


tw 
~I 


? 


Q, 


Krank- 
heits- 
arten 


Akute 
Nephritis 


Dasselbe 
wegen 
Scharlach 


Chr. 
Nephritis 


Nephrose 


Nephritis 
wegen 
Typhus 
abd. 


Stauungs- 
niere 


Versuchsmaterial 


6fach verdiinnte Lésung des Serums . 
6fach verdiinnte Losung des Plasmas . 
Nativer Harn Fr ether igs zor 

Harn (dialysiert, dann konzentriert) 
Losung des Harneiweibpulvers . — 
Dialysierte Losung des Harneiweibpulvers 
6fach verdiinnte Losung des Serums . 
Losung des HarneiweiBpulvers. . . ia 
Dialysierte Lésung des Harneiweibpulvers 


6fach verdiinnte Losung des Serums . 


Nativer Harn ... . —o ‘ 
Harn (dialysiert, dann hens vtahant 
Lésung des HarneiweiBpulvers. . . 


Dialysierte Loésung des Mesonbweibipelvere 


6fach verdiinnte Losung des Serums . 
6fach verdiinnte Lésung des Plasmas . 
Nativer Harn ore ae 

Harn (dialysiert, dann konzentriert) 
Losung des Harneiweibpulvers . 
Dialysierte Losung des Marnsiweiigubvere 
6fach verdiinnte Lésung des Serums. . . 
pO 

Harn (dialysiert, dann konzentriert) 
Lésung des Harneiweibpulvers . is 
Dialysierte Lésung des Harneiweipulvers 
6fach verdiinnte Losung des Serums . 
Nativer Harn i o-% “mary 

Harn (dialysiert, dann konzentriert) 
Lésung des Harneiweibpulvers . 

Dialysierte Lésung des Snsusbeuiliguivars 
6fach verdiinnte Losung des Serums . 
Nativer Harn . be nate ies Se 

Harn (dialysiert, dann konzentriert) 
Lésung des Harneiweibpulvers . ‘ 
Dialysierte Liésung des Harneiweibpulvers 


Gesamt- 
Eiweili-N 


gidl 


0,155 
0,164 
0,752 
0,194 
0,294 
0,172 
0,168 
0.310 
0,268 
0,137 
0.866 
0.165 
0,294 
0,152 
0,126 
0,135 
0.917 
0,190 
0,301 
0,179 
0,140 
0,328 
0,209 
(),294 
0.049 
0,170 
0,682 
0,189 
0,342 
0,206 
0,153 
0,924 
0.133 
0,298 
0,184 





Dure 








Harneiweilb. 


323 








ile V. 
en vom Serum, Plasma sowie vom HarneiwaiB. 
t- , : , Zimmer 
” Rest-N Eiwei6 Albumin-N Globulin-N Al Gl Spez. Gew temperatur 
gidl gdl 0K 
) 0,017 0,86 0,073 0,062 54: 46 14 
t 0,018 0,91 0,071 0,072 50: 50 19 
2 0,671 0,51 0,067 0,010 87:13 1008 18 
0,031 1,02 0,089 0,071 56:44 1006 16 
} 0,032 1.64 1032 14 
2 0,018 0,96 0,079 0,070 53:47 1004 16 
‘ 0,910 0,99 0,083 0.071 4: 46 19 
D 0,041 1,68 
8 0.039 1.43 0,127 0,100 56:44 1006 20 
i 0,008 O81 0,063 0,065 49:51 18 
p 0.772 | 0,59 0,075 0,012 86:14 1012 18 
a) 0.019 0.91 0,076 0.065 54:46 1002 18 
4 0,041 1,58 1022 17 
2 0,022 0,81 0.061 0,065 48 : 52 1005 16 
6 0,014 0,70 0,054 0,054 50: 50 14 
3) 0,013 0,76 0,055 0.065 3: OF 19 
7 0,712 1,28 0,162 0,039 81:19 1020 20 
0 0,034 0,97 0,082 0.069 54: 46 1006 16 
1 0.042 1.62 1030 1s 
d 0,008 1.07 0,087 0.081 52:48 1004 18 
0 0,007 0,83 0,069 0,062 53.47 18 
5 0,178 0,94 0,126 0,042 75 : 25 1040 18 
9 0,034 1.09 0,096 0,071 58:42 1002 16 
4 0,022 1,70 1026 18 
9 0,006 0,27 0,023 0.018 56:44 1001 18 
0 0.006 1,03 0,081 0,079 51:49 
2 0,621 0,38 0,052 0,008 87 : 13 1022 19 
9 0,024 1,03 0,983 0,076 52:48 1004 17 
2 0,022 2.00 1024 16 
6 0.004 1,26 0,098 0,097 50: 50 1004 18 
3 0,006 0,92 0.071 0,069 51:49 18 
4 0,801 0.77 0,099 0,015 87:13 1022 if 
3 0,030 0.61 0.052 0,045 54: 46 1003 18 
is 0,020 1,74 1030 18 
4 0,004 1,13 0,092 0,078 54: 46 1006 17 
6fach verdiinnte Lésung des Serums 52:48 
Nativer Harn (siehe Tabelle IV). 83:17 
oe oa Nativer dialysierter Harn (siehe Ta- : 
belle IV) Te htop ny 56 : 44 
Pisin Lésung des Harneiweib- 
‘pulvers (siehe Tabelle TV) 54 : 46 
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Aus der ersten und zweiten Tabelle kann man schlieBen, da das 
EiweiB, welches entweder aus dem Serum, der Gewebsfliissigkeit oder 
aus dem Harn gewonnen wird, bei bestimmten Bedingungen (nach 
unserer Methode) fast denselben isoelektrischen Punkt besitzt. 


In der dritten Tabelle sieht man, daB das HarneiweiB in Hinsicht 
auf «-Aminosiure-, Tyrosin-, Histidin-, sowie Tryptophangehalt mit 
dem Serumeiweif gut tibereinstimmt. 

In der vierten Tabelle (z. B. Fall I) erkennt man, daB die Albumin 
Globulinquotienten des dialysierten eiweiBhaltigen Harns, sowie der 
dialysierten und konzentrierten Lésung (also ungefahr 1°,igen Lésung) 
des HarneiweiBpulvers ungefaihr 56:44 bzw. 53:47 betragen, wihrend 
derselbe EiweiBharn in nativem salzreichen Zustande (nach der alten 
Methodik) die Quotientzahl 87:13 zeigen wiirde. Das Harneiweif 
besteht also aus 50 Teilen Albumin und 50 ®Peilen Globulin, und das 
Nicrenepithel ist ebensogut fiir das Globulin wie das Albumin durch- 
lassig. 

Aus der fiinften Tabelle erkennt man, daB der Albumin-Globulin- 
quotient des EiweiBes aus den verschiedenen Kérperfliissigkeiten 
desselben Individuums, falls man bei méglichst gleichen Bedingungen 
(Temperatur, pu, EiweiBkonzentration, Salzkonzentration, Reststick- 
stoffgehalt usw.) untersucht, sich dem Verhaltnis 50: 50 annahert. 


IV. Zusammenfassung. 

1. Der isoelektrische Punkt des HarneiweiBes bei bestimmter 
Salzkonzentration liegt bei pu — 4,4, was mit dem fiir Serumeiweif 
gefundenen Werte gut iibereinstimmt. 

2. Durch Hydrolyse zerfillt das HarneiweifB in: 

80 bis 82%, «-Aminosiure, 
1,04 ,, 1,29°%, Histidin, 


0,86 ,, 1,12°%, Tryptophan, 
4.56 .. 4.98%, Tyrosin. 


Es weichen also die Prozentzahlen von denen des SerumeiweiBes nicht 
wesentlich ab. 

3. Der Albumin-Globulinquotient des HarneiweiBes zeigt bei 
unserem Verfahren eine Verhaltniszahl von 50 : 50, ist also fast identisch 
mit der des SerumeiweiBes. 


4. Das Harneiweif stimmt in drei ganz verschiedenen Eigenschaften 
mit dem Serumeiwei8 v6éllig iiberein, was uns zu dem SchluB berechtigt, 
daB es direkt von dem letzteren abstammt. 
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Der Mechanismus 
der Desaminierungen im Herzen und im Skelettmuskel. 


Von 


P. Ostern und T. Mann. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lw6w.) 
(Eingegangen am 23, Februar 1933.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


I. Berichtigung. 

Unter dem gleichen Titel hat der eine von uns in einer vorliufigen 
Mitteilung (1) iiber Versuche berichtet, aus welchen hervorzugehen 
schien, daB die Desaminierung von Adenylsaiure im Skelettmuskelbrei 
durch Zusatz von Phosphaten ganz bedeutend gesteigert wird; es wurde 
daraus der SchluB gezogen, daB die Desaminierung der Adenylsiure 
iiber eine Synthese zu Adenosintriphosphorsaure verliuft. Dieser 
SchluB war auch auf das entgegengesetzte Verhalten des Adenin- 
nucleotids aus Hefenucleinsiure! gegeniiber Herzmuskelbrei derjenigen 
Tierarten gestiitzt, in welchen die Desaminierung dieses Nucleotids 
stattfindet und durch Phosphate gehemmt wird. In weiteren Versuchen 
stellte sich heraus, daB alle diejenigen Versuche, in welchen Muskelbrei 
aus kleinen Gewebsmengen verwendet wurde (besonders bei weniger 
als 100 mg Gewebe) mit einem Fehler behaftet sind, der sie wertlos 
macht. Dieser triviale Fehler bestand in folgendem. Bei der Her- 
stellung von Muskelbrei zerreiben wir das Gewebe mit einigen Koérnern 
Quarzsand und wenig Fliissigkeit im Glasmorser. Diese Operation 
bewirkt bei Gewebsmassen von einigen hundert Milligramm keine 
solche Verschiebung der Reaktion, welche die Desaminierungen hemmt, 
denn die Alkaliabgabe durch das Glas ist gegeniiber der Pufferungs- 
kapazitat des Gewebes gering, aber bei kleinen Gewebsmengen fiihrt sie 
zu einer Alkalisierung bis zu px 9,5, welche die Desaminierungen hemmt 


oder ganz aufhebt. 


1 Es wird hier das Adeninnucleotid aus Hefenucleinséure kurz als 


Adeninnucleotid, das Nucleotid aus Muskeln als Adenylsdure bezeichnet. 
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Infolge dieser Fehlerquelle ergaben sich sehr geringe Desami- 
nierungen durch Muskelbrei mit Wasser, die in Wirklichkeit durch die 
alkalische Reaktion bedingt waren. Die genannte Fehlerquelle entfallt 
bei Anwendung von Porzellanmérsern, aber sie besteht in jeder Art 
Glas. Andererseits zeigte es sich, daB die wirklich vorhandene fordernde 
Wirkung auf den Ablauf der Desaminierungen nicht nur Phosphaten, 
sondern auch einer Reihe anderer Salze zukommt, und obwohl die 
Phosphate am starksten wirken, so weicht ihre Wirkung doch nicht 
von der der Alkalichloride, Sulfate u. a. der GréBenordnung nach ab. 
So bleibt keine Grundlage fiir den SchluB, daB Adenylsaure erst 
auf dem Wege uber Adenosintriphosphorsaiure desaminiert wird: da- 
gegen kénnen die meisten Schliisse aus jener Mitteilung, die sich auf 
die Desaminierungen im Herzen beziehen, nach einer wiederholten 
Nachpriifung aufrecht erhalten werden 


Il. Die Desaminierungen im Herzmuskel. 

In friiheren Arbeiten (2) (3) (4) wurde gefunden, daB die Tatigkeit 
der Froschherzen durch Adenylsiure und Adeninnucleotid in gleicher 
Weise aufgehalten wird, und bei Anwesenheit dieser Stoffe in gleicher 
Weise wieder aufgenommen wird. Dies erschien merkwiirdig, weil die 
beiden Stoffe sich dem Skelettmuskelgewebe gegeniiber verschieden 
verhalten: Das Adeninnucleotid wird bekanntlich im Muskelbrei nicht 
desaminiert (G. Schmidt (5)|. Von anderer Seite (6) wurde behauptet, 
daB die Herzwirkung der Adenosinderivate mit der Desaminierbarkeit 
zusammenhangt: dies gilt jedenfalls nicht fiir die von uns studierte 
Wirkung auf das Froschherz, die vorbei ist, bevor die Desaminierung 
begonnen hat (2) (4). Dies fiihrte zur Frage, wie es eigentlich 
mit Desaminierungen der herzwirksamen Adenosinderivate stehe, ob 
aus dem Geschehen im Herzmuskelbrei Schliisse auf die Vorgange im 
Herzen gezogen werden kénnen und auf welchen Wegen der Abbau 
der Adenylséure erfolgt. 

Es werden hier am Gewebsbrei Wirkungen der in Herzen und 
Skelettmuskeln enthaltenen Fermentsysteme untersucht, und wir sind 
uns dariiber klar, mit welchem Vorbehalt diese Ergebnisse auf das 
lebende Gewebe iibertragen werden kénnen. Es ergaben sich indessen 
bedeutende Unterschiede zwischen den Herzen der einzelnen Spezies 
einerseits, zwischen den Herzen und Skelettmuskeln andererseits und 
verschiedene Abbauwege fiir die Adenylsaiure: wir glauben, daB diesen 
Unterschieden auch Unterschiede im physiologischen Geschehen ent- 
sprechen diirften. 

Methoden. 

Der verdiinnte Gewebsbrei (die Reaktion wird mit Bromthymol- 

blau in Tipfelproben festgestellt) wird mit einer solchen Menge des 
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untersuchten, auf pu 7 neutralisierten Adenosinderivats versetzt, 


welche den Eigengehalt des Gewebes 20 bis 100mal tibersteigt. Die 


Ansitze mit 20 bis 300 mg Gewebe werden mit den zugefiigten Salzen, 
Puffersubstanzen und Wasser auf je 3 oder 5ccm gebracht, und die 
Ansitze werden in einem Wasserbad bei 40°C langsam bewegt; 
die Reaktion wird nach Ablauf der Zeit durch Zusatz von Borat unter- 
brochen, die Ammoniakbestimmung erfolgt nach dem Verfahren von 
Parnas und Heller (7). Bei kurzen Inkubationszeiten (unter 1 Stunde) 
wird das Substrat und die Fermentlésung auf 40° vorgewarmt. 
Als Substrate kamen zur Anwendung: Adenylsiure aus Pferde- 
fleisch (8), Adeninnucleotid nach Steudel und Peiser (9), Adenosin 
aus Adeninnucleotid durch ammoniakalische Hydrolyse hergestellt 
und Adenosintriphosphorsiure nach der neuen Vorschrift von 
C. Lohmann (10). Als” Pufferldsungen wurden Sdérensensche Phos- 
phat- und Citratmischungen sowie Palitzsche Boratmischungen (11) 
benutzt. 

Die Gleichartigkeit des Verhaltens der gewebseigenen und der 
zugesetzten Adenylsiure im Froschherzen ergibt sich aus dem Versuch, 
der in Abb. 1 verzeichnet ist. 
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San an ae 
100 Abb. 1. 
S| Ammoniakbildung aus eigener und zu- 
al gesetzter Adenylsdure im Muskelbrei 
S 60} aus Froschherzen. Ordinate: Ab- 
S | gespaltene Ammoniakmenge in ©) der 
S 40} aus eigener (@——@) und aus zuge- 
2 setzter (xX - <) Adenylséiure maximal 
= } 


abspaltbaren Ammoniakmenge. 


fe) 
fol 


7 


2 
Stunden 


Die der Abbildung entsprechenden Werte sind folgende: 





Sofort 1 Std. 2 Std. 4 Std. 


300 mg Herzgewebe ohne Zusaitze .. .. . 0.004 0,016 0,921 0,025 
(0%) | (67%) | (94%) (115%) 


300 mg Herzgewebe mit 2mg Adenylsaure . — 0,070 . 0,091 0,095 
(71%) | (98%); (97%) 


Erst nach 2 Stunden Inkubation scheint sich eine andere Ammoniak- 
quelle im Gewebe ohne Substratzusatz geltend zu machen, diese ist 
in Zusatzversuchen durch Abzug der Kontrollwerte eliminiert und als 
absoluter Wert gegeniiber der Ammoniakbildung in den Substrat- 
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versuchen gering. Die Weiterbildung von Ammoniak kann nur zum 
kleinen Teil auf die Adenylsiure bezogen werden, da diese nach 2 Stunden 
beinahe vollstandig desaminiert ist. Hier tritt ein anderer ammoniak- 
bildender ProzeB in Erscheinung: ein solcher in viel starkerem Aus- 
mage wurde von einem von uns (Ostern) in Schildkrétenherzen schon 
friiher beobachtet. LaBt man namlich mit Wasser und Quarzsand 
zerriebene Schildkrétenherzen bei einer Temperatur von 15° C 24 Stunden 
lang stehen, so findet man hohe Ammoniakwerte bis 24 mg-°.,.  Zer- 
reibt man aber die Herzen mit Quarzsand und einer gesittigten Borat- 
l6sung, so erhalt man einen Ammoniakwert von 18 mg-”,,.. Der Borat- 
zusatz hemmt also nur einen geringen Teil der Ammoniakbildung. 
Diese durch Boratzusatz gehemmte Ammoniakbildung findet in den 
ersten 2 Stunden statt: wenn man Schildkrétenherzen mit Wasser 
zerreibt und erst nach 2 Stunden mit Borat versetzt, so findet man wieder 
\mmoniakwerte von 24 mg-°,,.. Nur der durch Borate (bei py 9) ge- 
hemmte AmmoniakbildungsprozeB kann auf die Adenylsiure bezogen 
werden, die spater ansetzende, viel machtigere Ammoniakbildung ist 
auf eine noch unbekannte Ammoniakmuttersubstanz zuriickzufiihren. 
Kine ahnliche groBe Ammoniakbildung ist von Mozolowski und Mann (12) 
im Schildkrétenblut beobachtet worden. Will man die Ammoniak- 
bildung im Muskelbrei als Mai der Desaminierung von Adenosin- 
verbindungen verwenden, so sind bei 40° nur kurze Inkubationszeiten 
von 1 bis 2 Stunden verwertbar. Der Verlauf der Desaminierungen 
in 4Stunden-Versuchen am Froschherzen, Froschskelettmuskel und 
Kaninchenherzen ist in Tabelle I verzeichnet. Die Desaminierung der 
Adenylsaure kann hier vollstandig werden und solche Versuche sind 
fiir die Schatzung des Desaminierungsvermégens ungeeignet, aber es 
geht aus der Zusammenstellung hervor. welche Unterschiede zwischen 
den einzelnen Geweben bestehen. 

Aus methodischen Griinden wurde untersucht, ob unter unseren 
Versuchsbedingungen eine Desaminierung von Aminosauren  statt- 
findet. Die Versuche am Froschherzenbrei, mit Zusatz von solehen 
Mengen Aminosauren, die in bezug auf abspaltbare Ammoniakmengen 
2mg Adenylsiure aquivalent waren, ergaben keine nennenswerte 
Ammoniakbildung, weder in zweistiindigen noch in vierstiindigen 
Versuchen (Glykokoll, d,J-Alanin, d,1-Leucin, d, l-Glutaminsiure, 
d, l-Asparaginsiure, d,1-Dioxyphenylalanin und d, ]-Histidin). Auch 
Adenin wird nicht desaminiert. In dieser Beziehung verhalt sich also 
das Herzgewebe genau so wie Skelettmuskelextrakte nach G. Schmidt (5). 
Wir haben uns iberzeugt, daB in den darauf untersuchten Herzen 
(Mensch, Hund, Gans) keine Veranderung der desaminierenden Ferment- 
systeme vor sich geht, wenn die Herzen 2 bis 3 Tage bei 0° C gehalten 


werden. 
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Tabelle I. 


T. Mann: 


Desaminierung des Adenosins und seine! 


Derivate. 








Gesamtvolumen jedes Ansatzes: 3 ccm. Inkubationszeit: 4 Stunden 
Temperatur: 40°C. 
I Il Il 1\ \ Vi 
Differenz 
Gewial Gebild zwischen der ? 
“— yewicht rebildete gebildete gespaitenes 
Datum | rotokoll- des Substrat NH;-N- N H seed NH,-N 
hummer  Gewebes Menge im Ansatz in %o des 
und in der —— 
cO an) e aren 
Kontrol] 1.-X 
1932 mg mg mg 
lroschherzen. 
20. IX. £2 312 kontrolle 0,028 
20. IX. I. 2 342 2mg Adenylsaure 0,098 0,070 91 
20. IX. I. 3 310 1,5 mg Adenosin 0,092 0.064 83 
20. IX. 1. 4 308 2mg Adeninnucleotid 0,095 0.067 S7 
Froschmuskeln. 
21. IX. Il. 1 365 Kontrolle 0,038 
21.1IX.; 0.2 353 2mg Adenylsaure 0,100 0,062 8] 
21.1X.) IL 3 360 1,5 mg Adenosin 0,109 0,071 92 
21. IX. IT. 4 360 2mg Adeninnucleotid 0,047 0.009 il 
Kaninchenherz. 
22. 1X.| Il. 1 308 Kontrolle 0,033 
22.1X. If. 2 300 2mg Adenylsiure 0,111 0.078 101 
22.1X. 1.3 305 1,5 mg Adenosin 0,112 0.079 102 
22.1X. Ill. 4 312. 2mg Adeninnucleotid 0,072 0,039 51 


Tabelle II und Abb. 2 enthalt die Zusammenstellung der Des- 
aminierungen von Adenylsiure und Adenosin durch Herzmuskelbrei 


verschiedener Tierarten. In Abb. 2 sind die Werte auf Gewebsmengen 















































E R ry 
i $a a 
& - 
N 
Ba - 
aa . 
& a EES Aoensin ; 
g sq. CAabeny/sdure 
W - 
> 
§ 4 
8 2- 
{| oh a D 
0 L oo 1 - : , - 
. frosth = Sthulanrore Gans auth Karinnchen Hasé Rate “yn Yorsr? 
Abb. 2. 


Die Desaminierung von Adenosin und Adenylsiure in Herzen verschiedener Tiere. 
Ordinate: Durch 50 mg Herzmuskelbrei in 1 Std. bei 40°C, py = 7 aus 2mg Adenylsiure bzw 


1,5 mg Adenosin abgespaltene Amoniakmenge in 9/9 der aus dem zugesetzten Adenosinderivat 
bei yollstandiger Desaminierung abspalthbaren Ammoniakmenge. 
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Tabelle EL. 


Ansatzes: 5 c¢em. 
Temperatur: 40°C, 





Desaminierung von Adenosin und Adenvyvlsaure in 
Tiere. 


Inkubationszeit : 


Herzen usw 


Herzen 


I] Stunde 





IVin in 


holt te 
“isi s) 








J 

Protokoll- 
nummer 
NNXVIIL. 1 
XXXVIIL 3 
\XXVIII. 7 
XXNIIL 8 
XXXII. 1 
XNXNIUITL. 7 
XL. 1 
XL. 8 
XL. 6 
XXX. 2 
XXX. 1 
XXX. 5 
XNXIV. 2 
AX. 1 
ANAIV.6 
NAVI. 2 
NAVI. 4 
NXVIIL. 3 
XXIX. 2 
XNIX. 1 
: 1 
XXXV. 9 
XXXV. 1 
XXXV. 3 
XXXIX. 6 
XXXIX. 2 
XXXIX. 3 


Crewie 


Herz- 
stiickes 


mp 


209 
LOO 
100 


150 


300 


» 
HOO 


50 
100 
200 


59 
50 
100 


209 
200 
200 


DN 
100 
100 


50 
50 
100 


50 
100 
200 


5) 
100 
200 


Il 


Substrat 


lrosch. 
15mg Adenosin 
2mg Adenylsiure 
hontrolle 
Schildkrote. 
mg Adenosin 
mg Adenylsiure 
Kontrolle 


l 
5) 


Gans. 

1.5 mg Adenosin 
2mg Adenylsiure 
Kontrolle 

Taube. 
15mg Adenosin 


2mg Adenylsaure 
Kontrolle 
Kaninchen. 
15mg Adenosin 
2mg Adenylsaure 
hKontrolle 
Hase. 
15mg Adenosin 
2mg Adenylsiure 
Kontrolle 
Ratte. 

1,5 mg Adenosin 
2mg Adenylsaure 
Kontrolle 

Hund. 

1,5 mg Adenosin 
2mg Adenylsaure 
Kontrolle 

Mensch. 


15mg Adenosin 
2mg Adenylsaure 
Kontrolle 


Gebildete 
NH,-N- NH,-N-Menge 


Menge 


0,063 
0.073 
0.009 


0.040 
0.062 
0.018 


0,050 
0.067 
0,022 


0,057 
0,024 
0.007 


0.075 
0.058 
0,019 


0,033 
0,015 
0.012 


0.079 
0.076 
0.012 


0.060 
0,029 
0,030 


0.060 
0,029 
0,023 


Vi 


Ab- 
gespalten: I 
NH,-N 
in °/9 des 
abspalt 
baren 
NH,-N 


| 
=~) =~ 


1s) 


yy 


4] 


4 
Is 





EE ae Te eee 
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von je 50mg berechnet. Die Berechtigung dieser Umrechnung geht 
aus Tabelle ILI hervor: Die Bruchteile der desaminierten Adenylsaiure 
oder Adenosins sind innerhalb der Versuchsbedingungen den zugesetzten 
(rewebsmengen annahernd proportional, so lange das Substrat nicht 
zum gréBten Teil erschépft ist. 


Tabelle ILI. 
Beziehung zwischen der Desaminierung von Adenosin und 
Adenylsaure und der Gewebsmenge. 
Gesamtvolumen jedes Ansatzes: S5ccm. pH 7. Temperatur: 40°C. 
Inkubationszeit: | Stunde. 





I I Il I\ V 
Gewicht Aus dem Substrat Abgespaltener 
Datum Protokoll- ‘ des abgespaltene NH,-N in °/9 des 
nummer Tier Herzstiickes Ammoniakmenge abspaltbaren 
? in mg NH,-N NH,-N 
1933 mg 


Substrat: 1,5 mg Adenosin. 





24.1. XNXIX.9 Ratte 20) 0,033 43 
24.1 XXIX. 2 50 0,073 95 
25. I. XXX. 3 Taube 20 0,021 27 
25. I. XXX. 2 : 50 0.054 70 
26.1. XXXII. 8 Schildkréte 150 0.031 41 
26. 1. |XXXIII. 2 " 300 0.062 81 
27.1. XXXIV.3  Kaninchen 100 0,025 33 
27.1. XXXIV. 2 200 0,056 73 
Substrat: 2 mg Adenylsaure. 

24.1. XXIN.8 || Ratte 2 0,025 33 
24.1. XXIX.1/| i 50 0.070 91 
27. I. XXXV.1)) Hund 100 0,014 18 
a7. ft XXXV. 4 | ra 200 0,023 31 
1.11. XXXIX.2 |} Mensch 100 0,017 22 
1.11. XXXIX. 4 || e 200 0,034 44 


In Tabelle IV und Abb. 3 ist das Verhalten des Adeninnucleotids 
dargestellt und mit dem Verhalten der Adenylsiure verglichen. 


7 Y 
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Abb. 3. 
Vergleich der Desaminierungsgrife von Adeninnucleotid und Adenylsiure im Herzgewebe 
verschiedener Tiere (willkiirlicher Mafstab). 
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Tabelle iV. 
Die Desaminierung von Adeninnucleotid aus Hetenucleinsaure 
im Herzmuskelbrei verschiedener Tiere. 


Jeder Ansatz enthalt 2mg Adeninnucleotid. IE 7. Inkubationszeit 
{ 
1 Stunde. Temperatur: 40°C, 





I Il Ii I\ \ VI 


Aus 2mg Ab- 
Hefe-Adenin- gespaltenet 


Gewicht Gesamt- 
-N 


Protekoll- i des volumen Hucleotid ly 
Datum nummer Tier Herz- des abgespaltene jn °, des 
gewebes Ansatzes Ammoniak- abspalt- 
menge baren 
mg cem my » 
31. I. 1983 XXXVIIIb. 2 Frosch 200 5 0,029 38 
26. 1.19383 NNNIIIb. 3) Schildkroéte 300 5 0.011 12 
8. XI. 1932 X\NNAIV a. 6 Gans 300 3 0,008 10 
5. X. 1982 IX a. 5 Taube 178 3 0,012 16 
10. X. 1932 \lIla.4  Kaninchen 178 3 0,002 3 
26. IX. 1932 Va. 3 latte 157 3 0.017 22 
1. II. 1933 XXXIN b. 7 Mensch 200 5 0,013 17 
27. I. 1933 X\NAV b. 6 Hund 200 5 “ " 


Die Betrachtung der Werte der Tabelle IT und IV zeigt eine auBer- 
ordentliche Verschiedenheit der Herzen der einzelnen Spezies. Be- 
trachten wir zunachst das Verhalten zu Adenylsiure und Adenosin., 
Es failt zunichst auf, daB die Konzentration der desaminierenden 
Systeme sehr verschieden ist: daB die Herzen von kérperlich wenig 
aktiven Tieren auffallend geringe Desaminierungen vollbringen. Der 
Vergleich des kleinen Kaninchenherzens mit dem sehr groBen Hasen- 
herz, der Schildkréte und der Gans und der Taube zeigen dies; Ratte, 
Taube, Hund und Mensch bewirken die starksten Desaminierungen. 


Es zeigt sich ferner bei den einzelnen Spezies ein sehr verschiedenes 
Verhalten zum Adenosin und seiner physiologischen Phosphorsaure- 
verbindung. Wahrend das Rattenherz beide Substanzen gleichartig 
desaminiert, finden wir nur beim Frosch eine starkere Wirkung auf die 
Phosphorverbindung als auf das Nucleosid, bei allen anderen unter- 
suchten Tieren wird das Adenosin viel schneller desaminiert. Dies ist 
beim Hasen, Hund und Mensch besonders auffallend. 


Die Desaminierung von Adenylsaure und Adeninnucleotid unter- 
scheidet sich in noch viel starkerem MaBe, aber hier geht die Des- 
aminierung der Adenylsiure der des Nucleotids immer voraus. In 
manchen Herzen (z. B. beim Hund) ist die Desaminierung des Adenin- 
nucleotids in einstiindigen Versuchen nicht sicher nachweisbar. Im 
allgemeinen ist die Ammoniakbildung aus Adeninnucleotid in einstiindigen 
Versuchen sicher und auBerhalb der Fehlergrenzen nachweisbar: sie 
ist aber (mit Ausnahme des Froschherzens) von kleinerer Gr6Benordnung. 
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Die naheliegende Annahme, daB die Desaminierung des Adenin- 
nucleotids nach vorausgegangener Dephosphorylierung auf dem Wege 
liber das Adenosin erfolgen kénnte, lieB sich in folgendem durch ver- 
schiedene Argumente stiitzen. Zunachst durch den Nachweis, da} bei 
der Einwirkung von Froschherzenbrei auf Adeninnucleotid eine weit- 
gehende Phosphatabspaltung erfolgt und der Desaminierung vorausgeht. 
Kin Beispiel mége dies erliutern: 200 mg Herzgewebe spalten bei der 
Kinwirkung auf 4 mg Adeninnucleotid 0,052 mg NH,-N und 0.095 mg P 
im zweistiindigen Versuch bei py 7 und in 5cem Lésung ab. Dies ent- 
spricht einer Desaminierung von 32°, wahrend die Dephosphorylierung 
68°, betragt. 

Diese Versuche werden von Herrn Reis fortgefiihrt. Ein weiteres 
Argument bildet die Feststellung, daB Zusatz von Phosphaten zum 
Ansatz die Desaminierung von Adeninnucleotid hemmt; derselbe 
Faktor ist ohne EinfluB auf die Desaminierung des Adenosins. 

Es ergab sich im AnschluB daran die Frage, ob auch fiir den Abbau 
der Adenylsiure derjenige Weg in Frage kommt, der fiir das Adenin- 
nucleotid gefunden worden ist: ob in denjenigen Herzen, in welchen 
Adenosin mit gréBerer Geschwindigkeit abgebaut wird, die Adenyl- 
siure vielleicht erst nach vorausgegangener Dephosphorylierung 
desaminiert wird. Es ergab sich, daB in solchen Herzen (Schildkroéte, 
Taube, Kaninchen, Mensch) die Anwesenheit von Phosphaten die 
Ammoniakbildungsgeschwindigkeit aus Adenylsiure bedeutend herab- 
setzt (s. Tabelle V). Bei anderen Tieren, wo Adenosin und sein Phosphor- 
sdurederivat mit dhnlichen Geschwindigkeiten desaminiert werden, 
ergab sich kein deutlicher EinfluB der Phosphate (Ratte), wahrend beim 
Frosch die Anwesenheit von Phosphaten eine sichere Beschleunigung 
der Ammoniakbildung aus Adenylsiure bedingt: und es sei hier daran 
erinnert, daB einzig beim Frosch die Desaminierung der Adenylsiure 
in der wisserigen Herzsuspension schneller erfolgt als die des Adenosins. 
Es reihen sich hier die Phosphate in ihrer Wirkung den Salzwirkungen 
an, die wir auch bei anderen Herzen beobachten. Diese Wirkungen 
machen sich nur bei der Desaminierung der Adenylsdure geltend, nicht 
beim Adenosin. 

Es ist aus Tabelle V zu ersehen, daB Suspensionen von Herzen 


von Frosch und Ratte also den Adenylsiure stark zerlegenden 
Herzen -— in Gegenwart von Alkalisalzen -— es wurden Chloride, Sulfate 
und Phosphate gepriift viel starkere Desaminierungen hervorrufen 


als die Herzbreisuspension in Wasser. Die Salze der Erdalkalien fordern 
die Desaminierung wenig oder gar nicht. Wir werden spater zeigen, 
daB im Skelettmuskel, wo keine Dephosphorylierung der Desaminierung 
vorausgeht, diese Kationen (Ca und Mg’’) die Desaminierung hemmen. 
Bei den Herzen, in welchen die Desaminierung sowohl! durch N H,-Ab- 
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spaltung aus der Adenylsaure als auch aus Adenosin erfolgt, ist der 
KinfluB der Phosphate undeutlich, da sie sich aus der Phosphatase- 
hemmung einerseits, aus der férdernden Salzwirkung andererseits 
zusammensetzt. 

Ill. Die Desaminierungen im Skelettmuskel. 

In diesem Punkte miissen wir zu den Verhaltnissen im Skelett- 
muskel ubergehen, um spater noch auf das Herz zuriickzukommen. 
Uber die Desaminierungen im wisserigen Skelettmuskelbrei und in 
Muskelausziigen sind wir auBer einigen Versuchen von Parnas und Mozo- 
lowski (13), besonders durch die griindlichen Arbeiten von G. Schmidt (5) 
informiert. Schmidt verwendet einen Bicarbonatauszug aus Muskel- 
gewebe. der die Desaminase der Adenylsiure enthalt, oder Adenylsiure- 
desaminase und Adenosindesaminase, die er aus dem MuskelpreBsaft 
gesondert darzustellen vermag; ferner MuskelpreBsaft und Muskelbrei, 

Aus den Versuchen von Schmidt geht hervor, daB im Kaninchen- 
muskel Desaminasen sowohl fiir die Adenyvlsaure als fiir das Adenosin 
enthalten sind, aber iiber die quantitativen Beziehungen ergeben sich 
keine Schliisse. Wir haben (im Gegensatz zu G. Schmidt) mit fein zer- 
riebenen Suspensionen von Muskeln in Wasser und Salzlésungen ge- 
arbeitet, die bei 40°C dauernd bewegt werden. Es wurde die Des- 
aminierung von Adenosin, Adenylsiure, sowie Adenosintriphosphor- 
siure untersucht: das Adeninnucleotid erwies sich wie in friiheren Be- 
funden von G. Schmidt als nicht desaminierbar. Der Gehalt der Skelett- 
muskel an Adenylsiuredesaminase ist im wtbrigen gegeniiber dem 
Gehalt in den Herzmuskeln sehr hoch. 

Wir muBten mit Gewebsmengen und mit Versuchszeiten herunter- 
gehen, um die Desaminierung der Halfte von 4 mg Adenylsaure in den 
Ansitzen zu erreichen. Die Versuche am Muskel sind gréBtenteils 
mit 20 mg Gewebe angesetzt und dauern 10 bis 15 Minuten: Fiir einen 
Ansatz mit 20mg Froschmuskel und 4 mg Adenylsdure ergibt sich 
in Gegenwart von m/20 Phosphatpuffern in 5 cem bei py — 7 und 40° © 
eine Desaminierung, entsprechend der monomolekularen Geschwindig- 
keitskonstante 3. 10-? (Tabelle VI und Abb. 4). Bei der Umrechnung 
der Desaminierung durch das Froschherz in Gegenwart von Phosphaten 
(z. B. Versuch 19, Abb. 4) wiirde sich eine Geschwindigkeitskonstante 
von 0,72. 10-? ergeben!?. Aus Tabelle VI und Abb. 4 geht hervor, 


' Dies ist fiir die Desaminierungen in Gegenwart von Phosphaten 
berechnet; ohne diesen aktivierenden Faktor, also in wasserigem Herzbrei 
in der gleichen Verdiinnung ergibt sich die Konstante 0,64. 10-°. (Diese 
Zahl fiihren wir an, um die GréBenordnung vergleichen zu kénnen, denn 
der Vorgang im Froschherzen verlauft in bezug auf Adenylsaure anscheinend 
auf zwei Wegen und kann mit der Desaminierung im Muskel nicht ver- 


glichen werden.) 
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Tabelle VI. 


Der zeitlehe Verlauf der Desaminierung der Adenylsaure im 
Fhroschmuskelbret. 

Jeder Ansatz enthalt 20 mg Muskel und als Substrat 41mg Adenylsaure. 

Phosphatpuffer m 20. py 7. Gesamtvolumen jedes Ansatzes: 5 cem. 


Temperatur: 40°C. 





I Il Ill 1\ \ VI 
Differenz 
zwischen der Abgespaltener Monomolekulare 
7 Inku-  Gebildete __gebildeten NI,-N “oe 
Datum} rotokoll- bations- NH,-N- N H,-N-Menge in ©, des 
ee zeit Menge — im Ansatz und — abspaltharen &, 10 t og 
in der Kontrolle N H,- t a 
1933 mg mg 
ot. | ¥iRb. 3 5 Min. 0,048 0,045 29 30,0 
9. L. Vilb. 2110 , 0,074 0.071 45 26,0 
SL | VRb.3} 15. . 0,104 0,101 65 30,4 
9.1. Vilb. 4! 30 , 0,142 0,139 88 30,7 
Kontrolle: 0.003 mg N H.-N. 
, | 
$0} Abb. 4. 
19| Der zeitliche Verlauf der Desaminicrang 
i) der Adenylsiure im Froschmuskelbre 
*) (vg). Tabelle VI) 


Ordinate: Durch 20 mg Muskelbrei bei 


wS 
S 


40°C, pH =7 aus 4mg Adenylsiure 
abgespaltene Ammoniakmmenge in © 9 der 
aus der zugesetzten Adenylsiure bei 
dl | volistindiger Desaminierung alspalt- 





% aer Lesamineruin 
& & 


baren Amoniakmenge. 


Y) 


0310 & Miniter w0 


Tabelle VII. 


EimtluB der Substratmenge auf die Desaminierung der Adenyl- 
saiure im Muskelbret. 


Jeder Ansatz enthalt 








20mg Froschmuskelbrei. © Phosphatputter mm (30. 
Inkubationszeit : 10 Mi- 





PH 7. Gesamtvolumen jedes Ansatzes 5cem. 
nuten. Temperatur: 40°C. 
I I Il 1\ V 
Ditferenz zwischen 
der gebildeten Abgespaltener 
Datum Protokoll- oe es Gebildete N H,-N-Menge t Ha-} : 
nummer Substrat NH,-N-Menge im Ansatz und mn "(0 des 
in der Kontrolle a. 
1933 mg mg sla 
10. I. IXb. 1 2mg Adenylsiure 0,040 0,038 49 
10.1. | IXb2/4 , js 0,089 0,078 50 
10. I. IXb.3 6, 0,111 0,109 47 
10. 1. IXb.4 8 , 0.125 0,123 40 


Kontrolle: 0,002 ng N H,-N. 
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daB unter den hier angewandten Versuchsbedingungen die Desaminierung 
der Adenylsiure eine monomolekulare Reaktion ist, ahnlich wie in 
Versuchen von G. Schmidt die Desaminierung in Muskelextrakten 
Daraus geht weiter hervor, daB innerhalb der hier angewandten Substrat 
mengen konstante Bruchteile der Spaltung zu erwarten sind. Nach 









J 
Abb. 5. > ri 
Eintluj der Substratmenge auf és 
> 
die Desaminierang der Adenyl- ae eal 
siure im Froschmuskelbrei. =” 
P GB 
Ordinate: Die rechte Zahlen- 
reihe bezieht sich auf die aus- 07 
gezogene Kurve, die linke auf 59 B06} 
die punktierte. Die letztere —er 
stellt die Ammoniakabspaltung S~ 
a & anh . 
in °9 der aus der zugesetzten SQ 40 OH , 
Adenylsiure maximal abspalt- 8 30 03} Abspaltung 
baren Ammoniakmenge dar. i aoe . 
S20 Ola ee 
MOLE Ls 
8 0 oat Substrarspalting 
ae ern 6a @ 


Adenylsaure 


Tabelle VIL und Abb. 5 ist dies bis zur Konzentration 0,1°,, Adenyl- 
sdure richtig, bei héheren Konzentrationen gilt diese Beziehung nicht 
mehr (Tabelle VII, Abb. 5). 

Die Abhangigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration ergibt 
sich aus Abb. 6 und Tabelle VIII. Der Abschnitt 4 B (derselbe Muskel. 
4mg Adenylsiure, m/20 Phosphatpuffer) zeigt ein breites Optimum 


Abb. 6. 
Abhangigkeit der Aktivitaét vom 
PH (vgl. Tabelle VIII). 


> 
S 


Ordinate: Abgespaltene Ammo- 
niakmenge in ° , der aus der zu- 
gesetzten Adenylsaure maximal 
abspaltbaren Ammoniakmenge. 
Bei den Versuchen mit Citrat- 


¢ 


rc 





louno/h shorn fer(48) 


% der Desaminerang 





und Boratpuffern kamen je 8 mg al / as . 
: 7 es P * drat; m "Nr 5, 
Adenylsaure, bei den Versuchen q / ~—<Citrappufer (CDE) 
mit Phosphatpuffern je 4 mg ad ie pene wanpager (FL) 7 
. ” +} a3 
Adenylsdure in den Ansatz. pace ah a 
. 42 45 5 60 b b, y 


zwischen px 6,5 bis 7 und einen geringen Abfall gegen 7,5. Dieses 
Optimum ist anders als das von G. Schmidt fiir seinen Fermentauszug 


gefundene (5,9 bis 6,1). 





any BaP Cl gk A igo 
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Tabelle VIII. 
Kintlu®B der Wasserstoffionenkonzentration aut die Desami- 
nierung der Adenylsaiure im Muskelbrei. 
Jeder Ansatz enthalt 20 mg Froschmuskelbrei und als Putferl6sung Phos- 
phate in m/30 Konzentration.  Gesamtvolumen jedes Ansatzes: 5 cem. 
Inkubationszeit: 15 Minuten. Temperatur: 40°C. 





I II Il I\ V VI 


Differenz zwischen 
Abgespaltener 
NH 


: ; Gebildete der gebildeten -N 
ste une Substrat PH Melee i beans und B "ig des 
2 in der Kontrolle | @ oe 
1933 mg ng 
5. I IVb. 1 4mg Adenylsiure 5.5 0,064 0,060 39 
§. I IV b. 2 . 6 0,086 0,082 53 
5: 1. IVb. 3 6.5; 0,125 0,121 79 
6. ZL IV b. 4 nm 7 0,128 0,124 SI 
5. I IVb. 5 m 7.5 0,120 0.116 75 
5. I IV b. 6 ‘s 8 0,085 0,081 53 
5. I IVb. 9 Kontrolle - 0,004 


Es ist interessant, zu iiberlegen, wie sich die hier festgestellte 
Aktivitat der desaminierenden Fermente im Muskel zu der traumatischen 
Ammoniakbildung verhalt. Wie Parnas und Mozotowski (13) fest- 
gestellt haben, findet nach Zerreiben eines Muskels mit Wasser und 
Quarzsand eine schnelle Ammoniakbildung statt, die bei Zimmer- 
temperatur in etwa 2 Minuten abgelaufen ist, und bei der, wie aus 
anderen Versuchen hervorgeht, etwa vier Fiinftel der eigenen Adenyl- 
siure zersetzt werden. Ist diese Reaktion durch Ferment- und Substrat- 
konzentration in dem gegebenen Volumen nach allgemeinen ferment- 
chemischen Gesetzen bedingt, oder ist es notwendig, eine besondere, 
in der Struktur bedingte Beziehung von Ferment und Substrat anzu- 
nehmen, welche die schnelle traumatische Ammoniakbildung als Folge 
einer Reizwirkung erklart!? Die letztere Annahme scheint nicht not- 


' Um die Frage der Reizwirkung der mechanischen Verkleinerung 
auf die Ammoniakbildung zu untersuchen, hat der eine von uns (Ostern) 
Versuche an Muskeln ausgefiihrt, die durch Einlegen in isotonische 
Kaliumsulfat- bzw. Rohrzuckerl6sung unerregbar waren. Es zeigte 
sich in diesen Versuchen (Tabelle LX), daB die traumatische Ammoniak- 
bildung in den unerregbaren Muskeln ebenso verlief wie in Muskeln, die in 
Ringerlésung gehalten worden sind. AuSerdem wurde in einer anderen 
Versuchsreihe der EinfluB der direkten elektrischen Reizung auf den Am- 
moniakgehalt in Muskeln untersucht. die infolge langeren Verweilens in 
Kaliumsulfatlésungen unerregbar waren. Lief man selbst iibermaximale 
tetanische Reize auf solehe Muskel einwirken und analysierte das Gewebe 
unmittelbar nach der Reizung, so fand man keine erhéhten Werte gegeniiber 
den Kontrollen. Legte man jedoch jetzt Muskel nach erfolgter iibermaximaler 
Reizung auf einige Stunden wieder in die Kaliumsulfatlésung, so stieg der 
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wendig zu sein. Bei der traumatischen Desaminierung bei Zimmer- 
temperatur bewirkt | g, also eine 50fach gr6éBere Gewebsmenge als in 
unseren Ansitzen, bei einer um 25°C niedrigeren Temperatur eine 
60 bis 80°, ige Desaminierung der eigenen Adenylsaure, oder vielmehr 
der Adenosintriphosphorsiure. Nimmt man an, dafi die Reaktion bei 
40° sechsmal schneller verlauft als bei 15° und die Zeit fiir 60 bis 80°, 
Desaminierung unter den hier angewandten Versuchsbedingungen 
15 Minuten betragt, so kompensiert der Temperatur- und Zeitfaktor 
(7.5.6) gerade die 50mal gréBere Fermentkonzentration beim trau- 
matischen Versuch. 

Die Geschwindigkeiten im Versuch mit der wisserigen Suspension 
des fein zerriebenen Gewebes und bei der traumatischen Ammoniak- 
bildung diirften unter gleichen Bedingungen von der gleichen GréBen- 
ordnung sein. 

DaB die Ammoniakbildung beim Zerreiben des Herzgewebes nicht 
so schnell verlauft wie im Muskel und dafB dort anscheinend keine 


Ammoniakgehalt gegentber der Kontrolle etwas an. In Muskeln, die mit 
maximalen Reizen gereizt worden sind, stieg der Ammoniakgehalt wede1 
sofort. nach der Reizung. noch beim langeren nachtraglichen Verbleiben 
in Kaliumsulfatlésungen-an. Fitir Muskel die mit tibermaximalen Reizen 
nach Eintritt der Unerregbarkeit gereizt wurden, ergaben sich in sechs 
Versuchen folgende Mittelwerte: 
Gereizte Muskel: 1.39 O.O4L, 
Ungereizte mm O86 0.057. 
Die entsprechenden Werte fiir maximal gereizte Muskel waren 
Gereizte Muskel: 1,05 0.041, 
Ungereizte - 1.06 0,040. 


Tabelle IX. 
Traumatische Ammoniakbildung in Froschmuskeln, die langere 
Zeit in Rohrzucker- bzw. K,SO,-Lé6sungen verblieben, 


Temperatur: 13°C, 





I II Ill IV \ VI Vil 
Gewicht Gebildete 

Datum | Protokol!- Versuchs- ay N HN. NH3-N- Bemer- 

nummer dauer Muskels Versuchslisung Menge Menge — kungen 
1931 Std mg mg mg-‘ 

13. X.. |} XIV. ie 25 845 Rohrzuckerlosung 0,069 8.14 a 

13. X. | XIV. 1b 25 865 K, 8 O,-Losung 0,074 8,50 

mB. X. | SIV. Ze 25 949 Rohrzuckerlésung 0,074 7.91 ’ 

13. X. | XIV. 2b 25 965 Ringerlosung 0,077 8,04 . 

13. X. | XIV. 3a 24 925 = Rohrzuckerldsung 0,021 2,20 |, ** 

13. X. | XIV. 3b 24 945 ms 0,076 8.04 


* Nach Zerreiben mit Wasser und Quarz und 10 Min. Stehen. 
** Nach Zerreiben mit Borat. 
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Ammoniakbildung auftritt (14), steht wahrscheinlich 


, traumatische™ 
weniger desami- 


einfach damit in Zusammenhang, dafi im Herzen 
nierendes Ferment vorhanden ist. 

Gibt man in gleichen Bedingungen als Substrat Adenosin, so erfolgt 
eine viel schwiaichere Ammoniakabspaltung. Wahrend z. B. 20 mg 
Muskelgewebe in 15 Minuten 80°, Adenylsiéiure spalten, ist die zehn- 
fache Menge Muskel notwendig, um aus der aquivalenten Adenosin- 
menge 10°, in 30 Minuten zu spalten. Dies gilt fiir Frosch- und Ka- 
ninchenmuskel. Dieses Verhaltnis der Desaminierungsgeschwindigkeiten 
JaBt es ausgeschlossen erscheinen, daB der Weg des Abbaues von der 
Adenylsiure tber Adenosin fiihren sollte (Tabelle X und Abb. 7). 
Auch aus anderen Erfahrungen scheint ein solecher Weg unwahrschein- 
lich, er kann héchstens ein Nebenweg sein: Bei praparativer Dar- 
stellung der Inosinséiure hat der eine von uns (8) gefunden, dab die 
Summe der Inosinsiure und der Adenylsiure, wenn die Muskeln auf 
Adenylsaiure verarbeitet werden, der Inosinsaiure aquivalent sind, die 











man erhalt, wenn man zwecks Darstellung der Inosinsaiure die Des- 
aminierungen moglichst vollstandig ablaufen laiBt. 
7) 
C2 Aaeny/- Abb. 7 
saure a 
Vergleich der Desaminierungen 
ESS Aserosin des Adenosins und der Adenyl- 
siure im Muskelbrei (Frosch, 
Kaninchen) durch je 20 mg 
Muskelgewebe (vgl. Tabelle X). 
frosth — Kaninchen 
Die irrtiimlich gedeuteten Versuche tiber Aktivierung der Am- 


moniakabspaltung aus Adenylsiure durch Phosphate haben uns dazu 


gefiihrt, auch die Desaminierung der Adenosintriphosphorsaiure zu 
Die Frage der Desaminierung dieser Substanz ist in der 


untersuchen. 
Diese 


letzten Zeit von Barrenscheen und Filz (15) bearbeitet worden. 
Autoren haben bekanntlich eine Forme] fiir die Adenosintriphosphor- 
siure vorgeschlagen, in welcher die leicht abspaltbare Diphosphorsaure- 
gruppe an die Aminogruppe des Adenins gebunden ist, und es geht aus 
dieser Forme! hervor, da die Desaminierung entweder simultan mit 
der Abspaltung zweier Phosphorsiurereste, oder aber nach dieser 
Abspaltung erfolgen kann. Die Adenosintriphosphorsiure ist nach 
diesen Autoren nicht direkt desaminierbar: zumindest nicht durch 


einen gereinigten Schmidtschen Bicarbonatextrakt aus Muskeln, welcher 
indessen nach Vorbehandlung der Adenosintriphosphorsiure durch 
Pyrophosphate aus der Leber eine Desaminierung vollbringt. 


Die 
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Vale nvl 





4(,9 ¢ 


Temperatur: 


(resamtvolumen jedes Ansatzes 5 ecm. 


Phosphat puffer m/20. 
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Primissen der Barrenscheenschen Formel sind von ©. Lohmann (16) 
bestritten worden, und sie scheint mit der Existenz der Inosintriphosphor- 
siure, die bereits auch in Handen anderer Forscher war [.Wilroy (16a), 
Meyerhof (16b)| schwer vereinbar. Die Frage der Struktur der Adenosin- 
triphosphorsiure wird durch unsere Versuche nicht beriihrt, unter 
unseren Versuchsbedingungen wird die Adenosintriphosphorsaure (nach 
Lohmann dargestellt) glatt desaminiert: auch in) der Arbeit von 
(. Joos (17) wird iiber deren Desaminierung durch Schmidtsche B-Ex- 
trakte berichtet. Die Desaminierung der Triphosphorsaure  erfolgt 
indessen langsamer als die der Adenylsdiure (Tabelle XI und Abb. 5): 
Es geht daraus nicht notwendig hervor, daB die Umwandlung der 
Triphosphorsiure in Adenylsiure der Desaminierung vorausgehen 
miisse, 

Kanan oe Abb. 8 

90} a Geschwindigkeit der Ammoniakab- 
spaltung aus der Adenyl- und derAd¢ 
nosintriphosphorsiure im Frosch- 

muskelbrei (vgl. Tabelle X1). 


Ordinate: Dureh 20 mg Muskelbrei 


P LCSAMIMUEL UN 


bei 40° C, py 7 avs 2 mg 
‘ Adenylsiure (» <) baw. 5,7 mg 
& Adenosintriphosphorséiure (@——®) 


abgespaltene Ammoniakmenge in 

% der aus dem zugesetzten Sub- 

strat maximal abspaltbaren Am- 
moniakmenge 





Beeinflussung der Desaminierungsvoradnge durch Salze. 

Die Frage nach der Beeinflussung der Desaminierungsvorgange 
durch Salze hatte sich aus den urspriinglichen miBgedeuteten Beob- 
achtungen tiber die Wirkung von Phosphaten auf die Desaminierung 
von Adenylsiure ergeben. Eine Wiederholung jener Versuche und Er- 
weiterung der Beobachtungen auf andere Salze zeigte, daB es sich um 
eine allgemeine férdernde Salzwirkung handelt, ahnlich wie bei den 
Desaminierungsvorgangen im Herzmuskelbrei, wobei jedoch die spezi- 
fische Hemmung der Desaminierungen durch Phosphate fehlt, die bei 
gewissen Herzen vorkommt. Unter den Salzen, die untersucht worden 
sind, wirkt Phosphat! am starksten: Indessen ist der Unterschied 
zwischen der Wirkung von Phosphaten, Boraten, Citraten, Sulfaten 
und Chloriden keineswegs so groB, da daraufhin auf eine Sonderstellung 
der Phosphate geschlossen werden kénnte. Unter den vielen Versuchen 
sei der folgende angefiihrt: 


1 Es wurde das Sérensensche Gemisch KH,PO, und NagH PO, an- 


gewanat. 
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50 mg Froschmuskel wurden zerrieben, auf 10cem gebracht und 
davon leem (= 5mg Muskel) mit je 4 mg Adenylsaure, Wasser 
m/20 Phosphaten, m 20 KCl, in Ansatzen von je 5 cem, bei py 7, 40°C 
30 Minuten bewegt: in den Ansatzen mit Wasser und mit KC] verschob 
; sich die Reaktion bis auf py 7.3 Die Desaminierungen ergaben 
' tolgendes: 
) 
Im Ansatz mit 
t H,0 H,0 KCl kl Phosphat 
. wurde gebildet mg NHs-N ... . 0,042) 0,044 0104 0,104 0,150 
entsprechend ©,, der abspaltbaren 
! Menge N H.-N PA ter See oe . ee 29 68 6S Ys 
Hemmende Wirkung auf die Desaminierung wurde cinerseits 
bei Fluornatrium, andererseits bei Erdalkaliionen gefunden.  Zusatz 
von Fluornatrium fiihrte zu einer auffallenden Hemmung der Des 
aminierung, wie sie auch G. Schmidt (19) fiir die Desaminierung det 
Guanylsiure beobachtet hat (Tabelle NTL und Abb. 9) 
bi 2) Ses mans ee — 
Abb. 9. Ss 
Kinfluli von Fluorionen auf die S 5 
Desaminierung der Adenylsiure Sy 
im Froschmuskelbrei R 
. 8 3 
Qrdinate: Durch 20mg Frosch- “3° 
muskelbrei in 1 Std. bei 40°C, y) 
y= 7 aus &Smg Adenylsiure S- 
abgespaltene Ammoniakmenge S 
in ©, der aus zugesetzter Ade- EE 
nylsiure maximal abspaltbaren 1H 1200 WD Nazle . 
: ; lara 7 
Ammoniakmenge é 
Tabelle XII. 
KinfluB der Fluoridkonzentration auf die Desaminieruny det 
, Adenylsdure im Muskelbret. 
Jeder Ansatz enthalt 20mg Froschmuskelbrei, Smg Adenylsdure und 
Phosphate in m/30 Konzentration. Gesamtvolumen des Ansatzes: 5 com. 
' Inkubationszeit: I] Stunde. Temperatur: 46°C. 
1 
I I] il I\ \ 
: Differenz zwischen Abgespaltener 
Gebildete der gebildeten F HON 
Datum _Protokoll-  Molarkonzentration “XY yL CN. _NHy-N-Menge a aap 
| nummer des NaF Menge im Ansatz und haga Sym 
£ : : . . a spaltbaren 
in der Kontrolle N x 
, : 
1932 mg meg 
4 
! 16. XI.| XXXIX. 5 1/20 0,071 0,069 22 
16. XI.' XXXIX. 1 1/60 0131 0.129 41 
16. X1.| XXXIX. 2 1/200 0.164 0,162 D1 
16. XI. XXXIX.3 1/600 0,192 0,140 59 
16. Xl. NXNXINX.4 ” 0,194 0,192 60 


Kontrolle: 20 mg Muskelbrei ohne Zusatze: 0.002 me NHN 


ju* 
23 
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Bemerkenswert ist der EinfluB der Erdalkaliionen, besonders des 
Magnesiums auf die Desaminierung der Adenylsiure und der Adeno- 
sintriphosphorsaure. Zusatz von Magnesiumsulfat oder Magnesium 
chlorid zu Ansaitzen mit Adenosintriphosphorsiure bewirkt eine weit- 
gehende Hemmung bis zur fast vélligen Unterdriickung. Solche Versuche 
sind in Tabelle XIII und Abb. 10 zusammengestellt. Die Desaminierung 
der Adenylsiure wird durch Magnesium ebenfalls gehemmt, aber die 
gleichen Mg -Konzentrationen driicken die Desaminierungen der Adeny1- 
siure nicht so bedeutend herab, wie die der Triphosphorsiéure. Dies 
ist aus Tabelle XIV und Abb. 11 zu ersehen. Auch in Gegenwart von 
Phosphaten macht sich die Magnesiumwirkung geltend: in den Ver- 
suchen, die mit Phosphatpuffern angesetzt sind, unterbleibt die Sauerung 
(von pu7 auf 6,5), die ohne Puffer eintritt. 


Abb. 10. 

Einflui von Magnesium auf die Desaminierung 
der Adenosintriphosphorséure im Froschmuskel- 
brei (vgl. Tabelle XIII. 

Die punktierte Kurve Desaminierung von 
2,85 mg Adenosintriphosphorsiure durch 20 mg 
Muskelgewebe, 15 Minuten, 40° C, ohne Phos- 
phatzusatz. 

Die ausgezogene Kurve: Desaminierung von 





% wer Lesamimerung 
a 





5,7 mg Adenosintriphosphorsiure durch 20 mg ee! . 

Muskelgewebe, 30 Minuten, 40°C, Phosphat- Teed | x | So 
pufferung py = 7. 10} “exc . 

Ordinate: Abgespaltene Ammoniakmenge in ©, a mm _[o pe Soa ttaae nee. 

der aus zugesetzter Adenosintriphosphorsdure Od7e $ mg Mg** v 


maximal abspaltbaren Ammoniakmenge. 


Tabelle XIV. 
KintluB von Magnesiumionen auf die Desaminierung der Adenyl- 
saure im Muskelbrei. 


Jeder Ansatz enthalt 20 mg Froschmuskelbrei und als Substrat 4 mg 
Adenylsaure.  Gesamtvolumen jedes Ansatzes: 5cem.  Inkubationszeit: 
15 Minuten. Temperatur: 40°C. 





I I] Hl IV \ VI Vu 
Differenz Ab- 
zwischen der | gespaltener 
. ; ca Gebildete gebildeten NH.-N 
Datum ! rotokoll- Pufferlisung Pu Meg - NH;-N- N H,-N-Menge in 9, des 
nummer Zusatz “Menge im Ansatz und abspalt- 
in der Kontrolle baren 
1933 mg mg mg NH,-N 
2 3 VIIb. 3) m/20 Phosphate 7 0,104 0,101 66 
9. | VIIb. 5 - 7 2 0,065 0,062 40 
31 VIIb. 6 ss 7 5 0,052 0,049 31 
9.1. | VIIb. 7 vi 7 10 0,030 0,027 18 


Kontrolle: 0,003 mg NH,-N. 
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Im AnschluB an diese Resultate wurde gefunden, da auch dic 
Desaminierung der gewebseigenen Adenosintriphosphorsiure unter- 
bleibt, wenn man den Muskel unter Zusatz von etwa m 3 Magnesium- 
sulfat- oder -Chlorid zerreibt. Magnesiumsalze eignen sich also zu 
Unterdrickung der traumatischen Ammoniakbildung ebenso gut, wie 





0; — = Abb. 11 

+ : 
ol Kintiuts von Magnesium auf die 
ob} 

| Desaminierung der Adenylsiiure 


im Froschmuskelbrei (vgl. 


Tabelle XID). 


n, SWINE UNG 





Ww 
4. Ordinate: Durch 20 mg Frosch- 

. x muskelbrei in 15 Minuten bei 
“ah 40°C. py 7 aus 4mg Ade 
™- nylsiure abgespaltene Ammo- 
S niakmenge in ' der aus zu 
| ; a J gesetzter Adenylsaure maximal 

Se. ee my My . abspaltbaren Ammoniakmenge. 


die bisher von uns angewandte alkalische Boratl6sung. Es ist nahe- 
liegend, aus diesen Ergebnissen eine Deutung der Versuche von 
('. Lohmann (18) iiber das Coenzymsystem des milchsiurebildenden 
Muskelfermentes zu versuchen. Lohmann hat bekanntlich gefunden, 
daB nach Autolyse und Dialyse verlorengegangenes Coenzym durch 
Adenosintriphosphorsaure, Magnesiumionen und Phosphate ersetzt 
werden kann. Die Rolle des Magnesiums in diesem System ist nicht 
klar, aber es sind Analogien dazu vorhanden so in der Aktivierung 
von Phosphatasen durch Magnesiumionen: es lag nahe, die Wirkung 
des Magnesiums in einer ahnlichen Funktion zu suchen. Wir wollen 
nicht behaupten, daB durch die hier beschriebene Hemmung der Desami- 
nierung die Funktion des Magnesiums im Cozenymsystem der Milchsaure- 
hildung ersch6pft ist: aber vielleicht konnte es so sein. Das Magnesium 
muB durch Hemmung der Desaminasen, welche das Coenzym zersetzen., 
dieses schiitzen und dadurch wirksamer machen. Lohmanns Bemerkung. 
daB das Coenzymsystem zu seiner Wirkung um so mehr Magnesium 
bedarf, je weniger es an Adenosintriphosphorsaure enthalt, spricht 
vielleicht fiir diese Deutung. Die Rolle des Magnesiums, entsprechend 
dieser Hypothese, wird noch durch besondere Versuchsreihen tber 
Milchsaéurebildung und Desaminierung untersucht werden. Nach unseren 
Erfahrungen diirfte der Me yerhofsche Muskelextrakt stark desaminierend 
wirken. In Lohmanns Versuchen gelangen Magnesiummengen zur 
Wirkung, welche im Verhaltnis zu den angewandten Triphosphor- 
siuremengen derjenigen unter unseren Versuchen entsprechen, in welchen 
I mg Mg” 3,5 mg Adenosintriphosphorsaiure die Desaminierung (in Ver- 
suchen von 15 Minuten) auf etwa die Halfte herabdriickt. In diesem 
Zusammenhang sind auch die Bemerkungen von Lohmann anzufiihren, 
Muskelextrakte durch das Coenzymsystem  kraftiger 


daB salzarme 
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aktiviert werden als KCI oder NaCl-haltige. Vielleicht handelt es sich 
bei der Benachteiligung des Coenzymsystems durch Salze gerade um 
eine Steigerung der Desaminierungen und erhéhte Zersetzung det 
Adenosintriphosphorsaure, wie sie hier fiir Froschherzbrei beschrieben 
werden. Auf die Desaminierung des Adenosins haben Magnesiumsalze 
keinen hemmenden EinfluB: dies ist am Herzmuskelbrei festgestellt 
worden. Das die hemmende Magnesiumwirkung am Herzmuskelbrei 
ausbleibt. diirfte sich dadurch erklaren lassen, daB der Abbau dort auch 
iiber Adenosin erfolgen kann, vielleicht auch durch Annahme der be 


kannten Phosphataseforderung durch Magnesium. Calciumionen 
hemmen die Desaminierungen ahnlich wie Magnesiumionen. In 


Lohmanns Coenzymsystem laBt sich Magnesium als Aktivator nicht 
durch Calcium ersetzen, das Calciury wirkt sogar als hemmender Faktor: 
Lohmanns Versuche sind bei py 7.4 durchgefiihrt, bei dieser Reaktion 
wird die Adenosintriphosphorsaiure und auch das anorganische Phosphat 
ausgefallt. Vielleicht erklart sich daraus die Unwirksamkeit der Calcium- 
ionen im Coenzymsystem. 


Diskussion. 


In dieser Arbeit wird ein kleiner Ausschnitt aus der groBben Mannig- 
faltigkeit der Purinabbauwege studiert, deren grobe Ziige besonders 
durch die Arbeiten von Jones und seiner Schule gezeichnet worden sind, 
Das hier behandelte Kapitel ist von Interesse, weil es sich um gewebs 
eigene Bestandteile handelt, die zum Teil durch ihre Funktion im 
Gewebsstoffwechsel, zum Teil durch ihre Kreislaufwirkungen bemerkens- 
wert sind. Die Ergebnisse, die sich auf den Skelettmuskel beziehen 
bieten ein verhaltnismabig einfaches Bild. Aus den Versuchen anderer 
Forscher und aus den hier mitgeteilten geht hervor, daB der Abbauweg 
des urspriinglichen Bestandteils, der Adenosintriphosphorsdure  ent- 
weder durch direkte Desaminierung uber Inosintriphosphorsaure  er- 
folgen kann, oder aber durch Dephosphorylierung tiber Adenylsaure : 
von der Adenylsaure aber fiihrt nur noch ein Hauptweg tiber Inosin- 
siure, neben dem der Weg tiber Adenosin, falls er iiberhaupt begangen 
wird, nur eine ganz untergeordnete Rolle spielen kann. 


\denosintriphosphorsaure 


— ~ 


a ss 
Inosintriphosphors:ure Adenylsaure 
4 : & 
Tnosinsiure 
Dafiir spricht nicht nur der Umstand, daB die Wirksamkeit des 
Fermentes, welches die Adenylsdure desaminiert, etwa LOOfach starker 
ist als der auf Adenosin eingestellten Desaminase, sondern auch, dab 


in den Arbeiten dieses Laboratoriums niemals nucleosidisch gebundenes 
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oder freies Adenin in Muskeln aufgefunden worden ist. Im Muskel- 


gewebe ist nach Schmidt keine Adenase enthalten, und die Adenosinase 
ist, wie hier gefunden wird, sehr viel schwacher als die Desaminase der 


Adenylsaure ; falls ein erheblicher Teil des Abbaus iiber Adenosin gehen 
wiirde, so miiBte es sich anhaufen, es ist aber weder mittels der chemisch- 
analytischen Methode (21), (22), noch mittels der sehr empfindlichen 
biologischen Methode (3), noch praparativ bei Verarbeitung grober 
Fleischmengen jemals von uns aufgefunden worden (18). 

Ganz anders liegen die Verhaltnisse beim Herzen, welches hier, 
wie auch in anderen Stoffwechselvorgangen sich als ein viel weniget 
einseitig eingestelltes Gewebe erweist als der Skelettmuskel. Alle 
Herzen, die wir untersucht haben, desaminieren die Muskeladeny!- 
siure, das Adenosin und das Adeninnucleotid aus Hefenucleinsiure. 
Die desaminierenden Fermente, welche aus Adenylsiure Ammoniak 
abspalten, sind in den Herzen in viel geringeren Mengen enthalten als 
in der Skelettmuskulatur, und die Desaminierungen erfolgen  infolge- 
dessen bei gleicher Menge Substrat und Gewebe viel schwacher. 

Zwischen den Desaminierungsvorgangen im Skelettmuskel und im 
Herzen machen sich wesentliche Unterschiede geltend. Infolge der 
Anwesenheit einer Phosphatase, welche das Adeninnucleotid aus Hefe- 
nucleinsiure in Adenosin tiberfiihrt, ist auch dieses Nucleotid auf dem 
Wege tiber Adenosin desaminierbar; dieser Vorgang bleibt bekanntlich 
im Muskel aus. Sein Vorkommen im Herzen hangt damit zusammen. 
daB die Fermente, welche Adenosin desaminieren, im Herzmuskel in 
sehr viel stairkerer Wirksamkeit enthalten sind als im Skelettmuskel 
und abgesehen vom Froschherzen — die Adenylsiuredesaminase an 
Wirksamkeit tibertreffen. Dadurch ist auch fiir die Desaminierung 
der Adenylsiure ein zweiter Weg gegeben, der neben der direkten 
Desaminierung verlauft: der Weg tiber das Adenosin. Wo dieser Abbau 
den Hauptweg darstellt, wird eine Hemmung der Desaminierung zu- 
gesetzter Adenylsiure durch Phosphate beobachtet: so bei der Schild- 
kréte, beim Kaninchen und beim Menschenherz; wo aber direkte Desami- 
nierung der Adenylséure in erheblichem Mabe stattfindet, wie bei 
Frosch und Ratte, ist eine solehe Hemmung nicht zu beobachten. Es 
ist anzunehmen, daB Phosphate neben ihrer spezifisch hemmenden 
Wirkung, die auf der Phosphatasehemmung beruht eine die Des- 
aminierung der Adenylsiure férdernde Wirkung haben, wie sie Alkali- 
chloride, Sulfate und Borate haben: dies macht sich besonders dort 
geltend, wo eine direkte Desaminierung der Adenylsiéure stattfinden 
kann (Frosch). Bei den Herzen, in welchen nur schwache direkte 
Desaminierung der Adenylsaiure stattfindet, kann die Superposition 
beider Effekte die Wirkung der Phosphatase auf die Desaminierungs- 
geschwindigkeit verwischen. 
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Man kann die Verhaltnisse am Herzen im folgenden Schema zu- 
sammenfassen : 
Adeninnucleotid \denylsaure 
11 la 2 
4 ) 
Adenosin Inosinsiure 
o | gern 
by is. 
Inosin 


Zu diesem Schema ist folgendes zu bemerken. Die Adenosindesami- 
nase (3) ist in allen untersuchten Herzen vorhanden und ist in den 
meisten das wirksamste desaminierende Enzym. Wir haben keine 
Grundlage fiir die Annahme, ob Phosphatase la, 1b, le identisch ist 
und die verschiedenen Substrate verschieden schnell dephosphoryliert, 
oder ob es sich um verschiedene spezifische Fermente handelt. In 
Taubenherzen wird die Adenylsiure sehr viel schneller desaminiert als 
das Adeninnucleotid, und dabei geht der Abbau der ersteren sicher 
iiber das Adenosin: denn die Desaminierung der Adenylsdure wird 
durch Phosphate vollstandig unterdriickt. Es kann hier also die 
Dephosphorylierung der beiden Adeninnucleotide nicht mit der gleichen 
Geschwindigkeit erfolgen. 

Fur den Abbau der physiologischen Adenylsaiure tiber das Adenosin 
und das Vordringen dieses Abbaues bis zum Inosin sprechen Erfahrungen 
des einen von uns (6), die noch unpubliziert sind, und die sich auf die 
Purinbilanz im (nach Langendorff) iiberlebenden Kaninchenherzen be- 
zichen. Im Gegensatz zu allen unseren Erfahrungen am Muskel wurde 
in den Herzen, die bis zur Ermiidung gearbeitet hatten, ein groBer Teil 
der Amino- und Oxypurine in der phosphorfreien Fraktion gefunden. 
Wir haben es damals nicht verstanden, sehen aber jetzt, dal dies in 
Chereinstimmung mit den hier mitgeteilten Erfahrungen steht. 

Uber die Anfangsstadien der physiologischen Desaminierungen lat 
sich hier nichts sagen, denn es ist noch nicht naher bekannt, welcher Stoff 
ihr Ausgangspunkt ist. Von Lohmann sowie von Embden wird an- 
gegeben, dafS die Adenosinpolyphosphorsiure des Herzens von der 
Adenosintriphosphorsaure des Muskels verschieden ist. Fiir das Frosch- 
herz kénnen wir behaupten, daB die hier besprochenen Abbauvorginge 
einen Teil des Kreisprozesses darstellen, welcher wieder zur Adeny]- 
siiure fiihrt. Denn wir haben friiher nachgewiesen, das in Herzen, die 
unter guter Sauerstoffversorgung arbeiten, trotz bedeutender Ammoniak- 
bildung keine Abnahme der Adenylsiéure stattfindet (4). Dies ist fir 
diejenigen Herzen nicht erwiesen, in welchen der Hauptweg des Abbaus 


iiber Adenosin fiihrt. 
Aus den hier entwickelten Vorstellungen iiber die Abbauwege der 
Adenylsaure folgt unseres Erachtens nicht, daB die Herzwirkung der 
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phosphorylierten Adenosinderivate erst nach vorausgegangener  De- 
phosphorylierung erfolgen sollte. Die momentan eintretende Wirkung 
dieser Stoffe und die verhaltnismaBig geringen Unterschiede in den 
minimal wirksamen Mengen des Adenosins und seiner Phosphorsaure 
verbindung scheint uns vielmehr diese Annahme auszuschlieBen [ Parnas 
und Ostern (20)] und zu ergeben, da Adenosin, Adenosinphosphor- 
und Adenosintriphosphorsaéure ihre eigenen Herzwirkungen haben, 


Zusammenfassung. 


I. Es wird die Ammoniakabspaltung aus Adenosin und Muskel 
adenylsiure, sowie aus Adeninnucleotid aus Hefenucleinsiure im 
Herzmuskelbrei und Skelettmuskelbrei untersucht. 

II. Im Brei aus den Herzen der meisten Tierarten wird Adenosin 
viel schneller desaminiert als Adenylsiure: so beim Menschen, Hund. 
Hasen, Kaninchen, Taube: bei der Taube, Gans und Schildkréte ist 
die Desaminierung der Adenylsaure bedeutend, aber immer noch ge- 
ringer als die des Adenosins, bei der Ratte und Schildkréte werden 
beide Substanzen annahernd gleichartig desaminiert, nur beim Frosch 
wurde die Desaminierung der Adenylsaiure stirker gefunden als dice 
des Adenosins. 

ILI. Die Desaminierungen ergeben sich in Herzen bewegliche: 
Tiere im allgemeinen bedeutender als in Herzen tragerer Arten. 

IV. Das Adeninnucleotid wird durch Herzmuskelbrei desaminiert., 
im Gregensatz zum Fehlen dieser Desaminierung im Skelettmuskelbrei 
Die Geschwindigkeit der Desaminierung dieses Nucleotids ist geringe: 
als die der Adenylsaure. 

V. Die Desaminierung des Adeninnucleotids wird durch Gegen- 
wart von Phosphaten gehemmt oder ganz aufgehoben, dieselbe Wirkung 
macht sich gegeniiber der Adenylsaure in denjenigen Arten Herzmuske!- 
brei geltend, in welchen Adenosin viel schneller desaminiert wird als 
Adenylsaure. 

VI. Aus der hemmenden Phosphatwirkung wird geschlossen, dal 
die Desaminierung des Adeninnucleotids stets tiber Adenosin verlauft 
Fiir die Desaminierung der Adenylsdure wird einerseits direkte Am 
moniakabspaltung, andererseits Desaminierung des Adenosins nach 
vorausgegangener Phosphorsdureabspaltung angenommen. 

VII. Gegenwart von Salzen (Chloriden, Phosphaten, Sulfaten) 
fordert die Desaminierung der Adenylsiure im Herzmuskelbrei. 

VU. Im_ Skelettmuskelbrei ist die Ammoniakabspaltung aus 
Adenosin viel geringer als aus Adenylsiure. Die Ammoniakabspaltung aus 


Adenylsaure ist fiir gleiche Gewebsmengen viel starker als im Herz- 
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muskelbrei des gleichen Tieres. Die Ammoniakabspaltung im verdtinnten 
Skelettmuskelbrei verlauft mit dem Charakter einer monomolekularen 
Reaktion. 

IX. Die Abhangigkeit der Geschwindigkeit der) Ammoniakab- 
spaltung von der Wasserstoffionenkonzentration wird bestimmt. 

X. Die in SkelettmuskelIn vorhandenen Mengen der Adenylsaure- 
desaminase sind groB genug, um die schnelle ,,traumatische’’ Desami- 
nierung bei kurzem Zerreiben des Gewebes zu erklaren. 

XI. Adenosintriphosphorsiure wird im Skelettmuskel langsamet 
desaminiert als Adenylsaure, 

XII. Die Geschwindigkeit der Desaminierung im Skelettmuskel- 
brei wird durch Gegenwart von Alkalichloriden, Sulfaten und Phos- 
phaten erhéht, durch Fluoride gehemmt. 

XIII. Magnesiumsalze hemmen die Desaminierung sowohl der 
gewebseigenen als auch der zugesetzten Adenosintriphosphorsdure und 
Adenylsiure im Skelettmuskelbrei. Es wird darauf hingewiesen, dab 
in dieser Wirkung eine Erklarung der Rolle des Magnesiums im Lohmann- 
schen Coenzymsystem der Milchsiuregirung im Muskelextrakt liegen 
kénnte 


Herrn Professor Parnas danken wir fiir die Forderung dieser Arbeit 
dureh stete Anregung und Kritik. 
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.Sisto-Amylase“, ein natiirlicher Paralysator der Amylase. 


Von 
T. Chrzaszez und J. Janieki. 


(Aus dem Institut fir Landwirtschaftliche Technologie der Universitat in 
Poznan, mit Unterstiitzung durch die Naukowa Organizacja Gorzelnictwa. ) 


(Eingegangen am 24, Februar 1923.) 


Unsere nach verschiedenen Methoden durchgefiihrten Unter- 
suchungen tber das Starkeverfliissigungsvermogen der Amylase zeigten!, 
daB die Amylase héchstwahrscheinlich von Substanzen begleitet ist, 
von welchen die einen aktivierend, die anderen abschwachend bzw. 
paralysierend wirken. Fir die Richtigkeit dieser Ansicht sprechen 
nicht nur die oben erwahnten Untersuchungen, sondern vor allem 
das Bild der amylolytischen Wirkung der Amylase verschiedener Her- 
kunft. Untersuchungen von einem von uns? iiber die Malzamylase 
verschiedener Getreidearten zeigten, dab die einzelnen Teilvorgange 
des Starkeabbaues, und zwar Verfliissigung, Dextrinierung und Ver- 
zuckerung, in keinem gleichen Verhaltnis zueinander stehen. Auch der 
EinfluB von verschiedenen Substanzen auf die Teilvorgange des Starke- 
abbaues durch Malzamylase* kann als eine Unterstiitzung unserer 
diesbeziiglichen Ansichten betrachtet werden. 

Die aktivierenden Substanzen der Amylase, die Kinasen, sind in den 
letzten Jahren mit Sicherheit festgestellt worden, wie aus den Unter 
suchungen von S. Nishimura*, H. Pringsheim und Mitarbeitern® und vor 
allem von E. Waldschmidt-Leitz und A. Purr® hervorgeht; den letzteren 
gelang es sogar, die Kinase aus dem (rerstenmalz zu isolieren. 

Die paralysierenden Substanzen der Amylase dagegen sind noch 
ganz unsicher. Einen direkt wirkenden, natiirlichen Paralysator der 
Amylase gelang es bis jetzt nirgends festzustellen. 


! 1. Chrzaszcz u. J. Janicki, diese Zeitschr. 256. 252, 1932. 
2 T. Chrzqszcz, Wochenschr. f. Brauerei 1913, Nr. 41—42. 
> T. Chrzqszez u. A. Joszt, diese Zeitschr. 80, 211, 1917. 


SN. Nishimura, diese Zeitschr. 200, 8, 1928. 
5 H. Pringsheim, H. Borchardt u. H. Hupfer, ebenda 250. 109, 19382. 
6 E. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Zeitschr. f. physiol. Chem. 208, 
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117, 1931. 
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Kinige Untersuchungen weisen jedoch aut die Moglichkeit hin, dab 
solche Substanzen existieren kénnen. Eine solche Substanz ist wahrschein 
lich die Antiamylase. welche man durch Immunisierung von Kaninchen 
mit Malzamylase erhalten kann. Die Entstehung dieser Antiamylase ist 
jedoch keine natiirliche, sondern kiinstlich hervorgerufen. Mit der Ant) 
amvlase beschaftigen sich J. Wolff und A. AK. Fernbach!, Schiitze und 
Braun?, A. Briot?, C.Gessard und J. Wolff* und H. Liiers und F. Al 
brecht®. Die letzteren konnten zeigen, dali die Antiamylasewirkung des 
Serums nicht durch eine Verschiebung von py hervorgerufen wird. Alle 
obigen Forscher sind dartiber einig, dal’ die Antiamylase nur auf Phyto 
amylase einwirkt, dagegen ohne EinfluB auf Zooamylasen ist. EB. Abder 
halden und E. Wertheimer® bezweiteln tiberhaupt die Entstehung und Wi 
kung von Antifermenten, die man im Serum des Kaninchenblutes nach 
Immunisierung durch verschiedene Fermente erhalten soll. Sie zeigten. 
dafi das Serum des Kaninchens nach Immunisierung mit Leberamylase 
keine Antiamylase enthalt. Hiermit ist die Frage der Existenz von Anti 
amylase weiterhin unentschieden. 

Noch weniger bringt uns die diesbeziigliche Literatur tiber die Para 
lysatoren der pflanzlichen Amylasen. W. Aiselew?, der die Amylase von 
Blattern untersuchte, fand, daB be: den Blattern von Syringa und Pelar 
gonium zonale bei der Erwarmung auf 50 bis 55° C nicht nur das Protoplasma., 
sondern auch die Amylase zerst6rt werden. Er erklart diese Erscheinung 
dadurch, da® er annimmt, daB das Protoplasma bei dieser Temperatur 
koaguliert und die Amylase absorbiert und dadurch inaktiviert wird. In 
diesem Falle hatten wir also keine direkte inaktivierende Wirkung einer 
paralysierenden Substanz, sondern eine indirekte bzw. sogar Nachwirkung 
A. Oparin und A. Kurssanow® halten diese Erklarung jedoch nicht fiir zu 
treffend. Sie haben die Untersuchungen von W. Kiselew wiederholt und 
sind zu der Ansicht gekommen, daB die Inaktivierung der Amylase nicht 
durch die Adsorption an koaguliertes Plasma. sondern durch Grerbstotte 
hervorgerufen wird, welche in den Blattern enthalten sind. Sie konnten 
zeigen, daB in den Blattern, welche keine Gerbstoffe enthalten, wie z. B. von 
Gramineen. Zuckerriiben u.a. unter obigen Bedingungen keine Zerstérung 
der Amylase stattfindet. Die schadliche Wirkung von Gerbstoffen auf 
Amylase ist auf Grund der Untersuchungen von S. Jentys®, M. Ascher”, 
M. Bayliss", T. Chrzqszez und <A. Joszt (l.c.) u.a. schon lange bekannt. 
Von einem spezifischen Paralysator kann also hier keine Rede sein. Schlieb- 
lich miissen noch die Untersuchungen von A. Joszt!? erwahnt werden. 
der in Getreide und Malz das Vorhandensein eines speziellen Enzymes 
J. Wolff u. A. Fernbach, Wochenschr. f. Brauerei 23, 743, 1906. 
* Schiitze u. Braun, Klin. Med. 64, 509, 1907. 

A. Briot, C. r. soc. biol. 62, 325, 1907. 


4 C. Gessard u. J. Wolff. C. r. 146, 414, 1908. 
5 H. Liters u. F. Albrecht, Fermentforschung 8, 52, 1924. 
6 E. Abderhalden u. E. Wertheimer, ebenda 6, 286, 1922. 


W. Kiselew, Dnewnik d. Bot. Tagung 1928, 3S. 23. 

8 4.Oparin u. A. Kurssanow, diese Zeitschr. 209, 181, 1929. 

S. Jentys, Verh. d. Akademie der Wissenschaft, Krakéw 1893. 
10 M. Ascher, Boas Arch. 14, 629, 1908. 

M. Bayliss, The nature of enzym action, London. 

12-4. Joszt, Roczniki Nauk Rolniczych 10, 617, 1923; I1, 468, 1924. 
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Amylokoagulase nachweisen will, also eimes Faktors, der dem Starkeabbau 
entgegenwirkt. 

Wir sehen also, daB bis jetzt die Existenz eines spezifischen Para- 
lvysators der \mylase in der pflanzlichen Welt iiberhaupt noch nicht 
festgestellt werden konnte, in der tierischen Welt dagegen noch fraglich 
ist. Auf Grund der bis jetzt gemachten Beobachtungen ist jedoch die 
Anwesenheit einer spezifischen paralysierenden Substanz der Amylase 
sehr wahrscheinlich. 

Wenn wir, von diesen Ansichten ausgehend, die Amylase ver- 
schiedener Malze untersuchen, so fallt uns besonders auf, daB das 
Buchweizenmalz eine ganz schwache bzw. gar keine amylolytische 
Wirkung zeigt. Buchweizen gehért zu den Getreidearten, welche viel 
Starke als Reservestoff enthalten. Bei der Keimung wird bekanntlich 
Starke nach und nach abgebaut und verbraucht, um den Keimling zu 
bilden. Es mu also auch im Buchweizen ein biologischer Faktor 
existieren, der die Starke abbaut. Wenn trotzdem gekeimter Buch- 
weizen keine amylolytische Tatigkeit erkennen liBt, so muB das seine 
Ursache haben. Diese wollten wir in vorliegender Abhandlung aufkliren. 


Experimenteller Teil. 


Zur Untersuchung nahmen wir sowohl ungekeimten Buchweizen wie 
auch Buchweizenmalz, welches durch zwélftagige Keimung bei etwa 15° ¢ 
in der Malzerei unseres Instituts hergestellt und nachher bei 30 bis 35° ¢ 
im Faust-Heim-Abdamptapparat getrocknet wurde. Das Buchweizenmalz 
wurde sowohl mit den Keimlingen zusammen zur Untersuchung genommen 
als auch Wurzelkeimlinge, Blattkeimlinge und Malzkornreste jede fiir sich 
allein. Da die Abtrennung der Blattkeimlinge von den Wurzelkeimlingen 
sehr mitihsam und zeitraubend war, so haben wir bei den meisten Unter 
suchungen beide Keimlinge zusammengelassen und sie als Buchweizen- 
malzkeimlinge bezeichnet. Weiter wurde zur Untersuchung auch Gersten- 
malz fiir helles Bier verwandt. Das Versuchsmaterial wurde gemahlen., 
in geschlossenen Glasern vorratig gehalten und die drei Funktionen det 
Amylsae dieses Materials, und zwar die starkeverfliissigende, -dextrinierende 
und -verzuckernde Kraft bestimmt. Die enzymatischen Ausziige wurden 
durch einstiindiges Schiitteln des Malzes mit Wasser in einem elektrischen 
Schiittelapparat von 60 Umdrehungen Minute hergestellt und nach dem 
Filtrieren sofort untersucht. 

Das Starkeverfliissiqungsvermégen der Amylase wurde bei schwachere: 
amylolytischer Kraft nach der Methode von Pollak-Chrzqszez-Pierozek ! 
und bei kraftigerer nach derjenigen von Lintner-Sollied' bei py 4,82 
bestimmt. Dazu wurde etwa | Jahr lang abgelagerte Kartoffel-Superior 
stirke verwandt, deren Viskositiéit, mach unserem Vorschlag' mit dem 


Engler-Apparat bestimmt, t/t, 15,0 betrug. 
Die dextrinierende Krajt der Amylase wurde durch Zugabe von 10 ccm 
enzymatischen Auszuges auf 50 cem 2.5 °,iger léslicher Starke bei py 4.82 


und 50°C bestimmt. Je 4 Minuten wurde | cem dieser Starke entnommen 


1 7. Chrzqszcz u. J. Janicki, |. ce. 
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und deren Farbung nach Zusatz von | cem Jodlésung (0.4 ¢ Jod in | Lites 
Wasser) festgestellt. Wir notierten folgende Farbungen: blau. violett, 
rotviolett, rot mit brauner Nuance und farblos. 

Die verzuckernde Kraft der Amylase wurde durch Einwirkung von 
5eem Enzymauszug auf 50cem 2,5° iger léslicher Merck-Starke bei 
Pu 4,82 und 50°C bestimmt. Nach !/,stiindigem Aufwarmen der Starke 
lésung wirkte der Enzymauszug 15 Minuten ein. Nach Ablauf dieser Zeit 
wurden 10 cem n/10 NaOH hinzugesetzt, abgekiihlt und der Zucker nach 
der Methode von 2. Willstdtter und G. Schudel! in 30 cem Lésunge bestimunt 
Die Verzuckerungskraft ist in Kubikzentimeter n 20 Jodlésung angegeben. 
welche durch den Zucker, der in 30 cem Fliissigkeit enthalten ist, verbraucht 
wird. 

Die amylolytische Krait des Buchweizenmalzes. 


Zunachst wurde die amylolytische Kraft des Buchweizenmalzes 
mit und ohne Keimlinge mit derjenigen des Gerstenmalzes verglichen. 
Die Untersuchungen wurden nach den obigen Angaben ausgefiihrt und 
sind in der Tabelle I zusammengestellt. 


Tabelle I. 





Starkeverfliissigungs- 
109% Auszug von kraft (1g Malz ver- Dextrinierende kraft Verzuckernde Kraft 
fliissigende Starke) 


Buchweizenmalz 0.0 ¢ Starke nach 4 Stunden nach 30 Minuten 
mit Keimlingen (Methodevon Pollak- Farbung: blau O03eem n20J 


Chrzaszez-Pierozek) 


Buchweizenmalz 14.3 ¢ Starke nach 18 Minuten nach 15 Minuten 
ohne Keimlinge (Methode von Lint- vivlett, 7.2cem n/20 J 
ner-Sollied) nach 52 Minuten 
farblos 
2° iger Gersten- 71.52 Starke nach 12 Minuten nach 15 Minuten 
malzauszug (Methode von Linf- violett, 16,68 cem n 200 
ner-Sollied) nach 48 Minuten 
farblos 


Die obigen Untersuchungen zeigen die sehr interessante Erscheinung, 
das das von den Keimlingen befreite Buchweizenmalz eine ziemlich 
bedeutende amylolytische Kraft besitzt, wihrend dagegen das Buch- 
weizenmalz mit den Keimlingen fast keine amylolytische Kraft zeigt. 
Hieraus geht hervor, daB in den Keimlingen des Buchweizenmalzes ein 
paralysierender Faktor anwesend sein mub. 

Der Einflufi des Buchweizenmalzes auf die amylolytische Kratt der Gersten 
aie ylase . 

Die Feststellung eines paralysierenden Faktors der Buchweizen- 

amylase in den Keimlingen lie} die Frage entstehen, wie sich dieser 


Paralvsator gegen Gerstenamylase verhalten wird. 


' RR. Willstdtter u. G. Schudel, Ber. 51, 780. 1918. 
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Um dieses festzustellen, stellten wir durch einstiindiges Schiitteln 
vier Enzymausztige her, und zwar: 2° igen Gerstenmalzauszug, 2 g 
Gerstenmalz + 1 g Blattkeimlinge des Buchweizenmalzes, 2 g Gersten- 
malz +- 1g Wurzelkeimlinge, 2g Gerstenmalz + 1g Buchweizenmalz 
ohne Keimlinge. Jeder dieser Ausziige wurde mit 100 cem Wasser 
hergestellt. Mit je 5ccm dieser filtrierten Ausziige wurde die Starke- 
lésung unter den oben angegebenen Bedingungen 15 Minuten lang 
verzuckert und folgende Resultate erhalten: 


Tabelle If. 





Ausziige in 100cem Wasser von 





2g Gerstenmalz+1g 2g Gerstenmalz + 1g |) 2g Gerstenmalz + 2¢ 
2g Gerstenmalz Blattkeimlinge aus Wurzelkeimlinge aus | Buchweizenmalz ohne 
Buchweizenmalz Buchweizenmalz Keimlinge 





zeigten Verzuckerungskraft 


16,68 cem n/20 J 03eem n/20J 2.2ceem n/20 JI 17,6 cem n/20J 


Um bessere Vergleichsresultate der amylolytischen Kraft zu er- 
halten, wurden weiter folgende drei Ausziige hergestellt : 2° ,iger Gersten- 
malzauszug, 2g Gerstenmalz + 0,3 g Blattkeimlinge des Buchweizen- 
malzes in 100 cem Wasser, 2g Gerstenmalz + 0,3 g Wurzelkeimlinge 
des Buchweizenmalzes in 100 ccm Wasser. 


Tabelle IU. 





Auszug in 100cem Wasser von 





2g Gerstenmalz 2g Gerstenmalz 
+0,3g¢ Wurzel- | + 03g Blattkeim- 


2¢ Gerstenmalz keimlinge des | linge des Buch- 
Buchweizenmalzes | weizenmalzes 
Verzuckernde Kraft . . .  16,68cem n/20J 13,0 cem n/20 3 9,0 cem n/20 J 
Entspricht einem Malzaus- || 
guge von. ...... || o% 15% 0.9%) 
Dextrinierende Kraft 
Farbung: violett . . . mach 12 Min. nach 16 Min. nach 32 Min. 
farblos ... ” 48 ” ” 48 ” i “ 80 ” 
Entspricht einem Malzaus- 
We WON. 6 4 es 2% 18% 10% 
Verfliissigende Kraft (Lint- 
ner-Sollied-Methode) . . 715g Starke 51,0 g Starke 39.5 ¢ Starke 
Entspricht einem Malzaus- 
Se 2% 1,6 % 10% 


Aus diesen Untersuchungen geht hervor, daB der paralysierende 
Faktor der Buchweizenmalzkeimlinge nicht nur auf die Buchweizenmalz- 
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amylase, sondern auch auf die Gerstenmalzamylase inaktivierend wirkt. 
Weiter sehen wir, dab dieser paralysierende Faktor in viel gréBerer 
Menge in den Blattkeimlingen als in den Wurzelkeimlingen enthalten 
ist. Die drei amylolytischen Funktionen der Amylase unterliegen der 
Inaktivierung durch Blattkeimlinge des Buchweizenmalzes in fast 
gleichem Verhaltnis, die Wurzelkeimlinge des Buchweizensmalzes geben 
dagegen ein etwas ungleicheres Bild. 


Der Eintflup von ungekeimtem Buchweizenmalz ant Gerstenmalz. 


Durch die Feststellung des Patalysators im Buchweizenmalz 
entstand die Frage, ob derselbe schon vor der Keimung im Korn vor- 
handen ist, oder ob er erst wahrend der Keimung des Buchweizens 
entsteht und sich wahrend dieser Zeit in den Blatt- und Wurzelkeim- 
lingen anhauft. 

Um diese Frage zu lésen, haben wir drei Ausziige hergestellt, und 
zwar: 2°,igen Auszug aus Buchweizen, 2°,igen Gerstenmalzauszug 
und 4°,igen Auszug einer Mischung gleicher Teile von ungekeimtem 
Buchweizen und Gerstenmalz. Wir verzuckerten mit diesen Ausziigen 
nur 10 Minuten, sonst unter gleichen Bedingungen, wie oben angegeben, 
und erhielten folgende Resultate : 


Tabelle IV. 





4° ,iger Auszug (gleiche 


2° pig. ungekeimter 2°/,ig. Gersten- Teile von ungekeimtem 
Buchweizenauszug malzauszug Buchweizen + Gersten- 
malz) 
Verzuckerungskrait . .  0,45cem n/20 J) 12,6cem n/20 J 16,38 cem n/20 J 


Hieraus geht hervor, daB der ungekeimte Buchweizen keinen Para- 
lvsator enthalt und daB derselbe erst wahrend der Keimung gebildet und 
in den Keimlingen angehauft wird. 


Der BFintluB von frischen Keimlingen des Buchweizenmalzes aut Gerstenmalz, 
! q 


Die vorstehenden Untersuchungen zeigten, das der Paralysator 
der Amylase sich in den getrockneten Buchweizenmalzkeimlingen be- 
findet. Obwohl die Trocknung des Malzes bei ziemlich niedriger Tem- 


‘ 


peratur erfolgte, und zwar bei etwa 30 bis 35° C, so fand doch eine leichte 
Braunung der Keimlinge statt. Oben wurde festgestellt, daB der Para- 
lysator nicht in dem ungekeimten Buchweizen, sondern im getrockneten 
Buchweizenmalz enthalten ist. Es entstand also die Frage, ob der 
Paralysator waihrend der Keimung oder erst bei der Trocknung des 
Buchweizenmalzes entsteht. Um diese Frage zu losen, haben wir die 
Malzkeimlinge vom frischen Buchweizenmalz abgetrennt und in einem 
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Morser gut zerquetscht. Die zerriebenen Keimlinge (mit etwa 70°, 
Wassergehalt) wurden in verschiedenen Mengen zu 2g Gerstenmalz 
in 100 cem Wasser zugesetzt, 1 Stunde geschittelt und nach Filtrieren 
auf die verzuckernde Kraft nach den oben angegebenen Bedingungen 
gepruft. 

Tabelle V. 





20/,ig. Gerstenmalz- Mit Zugabe frischer Buchweizenmalzkeimlinge in einer Menge von 


auszug . : 
00g Olg 03g 05g log 2,0¢g 
Verzuckerungskraft 
inecem n20J.. 10,65 10,7 10,1 9,3 8,5 2,8 


Aus diesen Untersuchungen geht hervor, daB sich der Paralysator 
der Amylase schon in den frischen Keimlingen des Buchweizenmalzes 
befindet, sich also wihrend der Keimung und nicht wahrend der Trock- 
nung bildet. 

Der EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration. 

Bei der Erwigung, was als Ursache der paralysierenden Wirkung 
der Amylase durch Buchweizenmalzkeimlinge anzusehen ist, wurde 
zu allererst die Frage aktuell, ob diese Erscheinung nicht durch eine 
Verschiebung des pu hervorgerufen wird. Es war also notwendig, fest- 
zustellen, ob die Buchweizenmalzkeimlinge imstande sind, eine solche 
ungiinstige Verschiebung des px hervorzurufen, dab hierdurch die 
Amylase inaktiviert werden kann. 

Um dieses festzustellen, wurden Gerstenmalzausziige mit steigenden 
Mengen von Buchweizenmalzkeimlingen hergestellt und das py kolori- 
metrisch und elektrometrisch bestimmt. Die Resultate sind in der 
Tabelle VI zusammengestellt. 


Tabelle VI. 





2g Gerstenmalzauszug in 100ecm Wasser mit Zugabe von Buchweizenmalzkeimlingen 
00g O5g log 2,0¢g 


zeigten 
6,2 pu 5.9 py 5,7 Pu 5,5 pr 


Diese Zahlen beweisen, daB die Keimlinge des Buchweizenmalzes 
zwar eine schwache Verschiebung des pu des Gerstenmalzauszuges 
hervorrufen, jedoch nach der giinstigen Seite der Amylasewirkung. 
Wir weisen darauf hin, daB 0,7 g Buchweizenmalzkeimlinge, welche 
die Amylase von 2 g Gerstenmalz schon fast vollstindig sistieren, nur 
eine sehr schwache Verschiebung des pu hervorrufen kénnen. Daraus 
geht hervor, daB die paralysierende Wirkung der Buchweizenmalz- 
keimlinge eine andere Ursache als die Verschiebung des py haben mub. 
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Die Léshehkeit der paralysterenden Substanz der Amulase. 

A.Oparin und A. Kurssanow (1. c.), welche die Ursache der para- 
lysierenden Wirkung der Amylase durch Ausziige verschiedener Blatter 
priften, fanden, da diese Blatter Gerbstoffe enthielten, die in Losung 
gehen. Da in unserem Falle der Paralysator der Amylase in Blattkeim- 
lingen des Buchweizenmalzes enthalten ist, so entstand die Frage, ob 
auch hier die paralysierende Wirkung durch die Gerbstoffe verur- 
sacht wird. 

Um diese Frage zu losen, haben wir drei Ausziige vorbereitet, und 
zwar: 2°,igen Gerstenmalzauszug, 4°,,igen Auszug aus gleichen Teilen 
von Gerstenmalz und Buchweizenmalzkeimlingen und ecinen 2° igen 
Auszug aus den Buchweizenmalzkeimlingen, welcher nach dem Filtrieren 
zur Vorbereitung des 2°,,igen Gerstenmalzauszuges diente. Wie oben 
wurde jeder Auszug durch einstiindiges Schiitteln vorbereitet und auf 
seine Verzuckerungskraft gepriift. Die Resultate sind in der Tabelle VII 
zusammengestellt. 

Tabelle VIL. 





Auszug von 


2 ig. Auszug von Buch 


4 gleicher Teile von weizenmalzkeimlingen, det 
2° ,ig. Gerstenmalz Gerstenmalz und Buchweizen- fiir die Vorbereitung eines 
malzkeimlingen 2°).ig. Gerstenmalzauszuges 
£ 
diente 


zeigte Verzuckerungskraft 


16,68 cem n/20 J 03 cem n/20 J 18,8 cem n 20 J 

Die erhaltenen Zahlen zeigen, dab die die Amylase paralysierende 
Substanz der Buchweizenmalzkeimlinge in Wasser unldslich ist. Weiter 
sehen wir, daB der 2°,ige Auszug von Buchweizenmalzkeimlingen, in 
dem der 2° ige Gerstenmalzauszug vorbereitet wurde, nicht para- 
lysierend, sondern im Gegenteil aktivierend wirkt, obwohl dieselbe 
Menge der Buchweizenmalzkeimlinge, mit 2 g Gerstenmalz gleichzeitig 
in 100 com Wasser geschiittelt, eine Inaktivierung der Amylase hervor- 
gerufen hat. Der Auszug von Buchweizenmalzkeimlingen -+ Gersten- 
malz zeigt keine Reaktion auf Gerbstoffe, welche hiermit nicht die 
Ursache der paralysierenden Wirkung der Buchweizenmalzkeimlinge 
sein kénnen. 

Die paralvsierende Substanz, welche also als in Wasser unléslich 
in den Keimlingen verbleibt, wirkt inaktivierend sowohl auf die schon 
in der Lésung vorhandene, wie auch auf die aus dem Malz in die Losung 
gehende Amylase. 

Um festzustellen, mit welcher Schnelligkeit der Paralysator auf 
die in der Lésung befindliche Amylase wirkt, haben wir 2° igen Gersten- 
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malzauszug vorbereitet und auf je 100 ccm dann je 1 g Buchweizenmalz- 
keimlinge hinzugesetzt. Diese Mischung wurde verschieden lange 
geschittelt und filtriert, worauf die verzuckernde Kraft nach dem 
Filtrieren untersucht wurde. 


Tabelle VIII. 





2°/,ig. Gerstenmalzauszug 


100 ccm + 1g Buchweizenmalzkeimlinge 


allein geschiittelt : 1 Min. 1 Min. 15 Min. 30 Min. 60 Min. 
tiltriert : Ss 30 30. 20, 30 
; zeigte Verzuckerungskraft in com n 20 Jod ik eel 
16,7 5,6 4.5 1,4 0,7 0,3 
dh. 100°, 33.5% | 257% | 88% 43% 18°, 


Wir sehen also, da schon 1 Minute langes Schiitteln mit 
lg Buchweizenmalzkeimlingen geniigt, um etwa 70°, von 100 ccm 
2°.iger Gerstenmalzamylase zu inaktivieren. Der gréBte Teil der 
Amylase wird also fast momentan inaktiviert. Der Rest der in der 
Lésung befindlichen Amylase wird schon viel langsamer inaktiviert, 
so da wir erst nach etwa 1 Stunde eine fast vollstindige Sistierung 
der Amylase feststellen kénnen. 

Weiter konnte festgestellt werden, daB der Paralysator weder in 
50 °,,igem noch in 96°, igem Alkohol léslich ist. Der Alkohol wirkt etwas 
schwiachend auf die inaktivierende Wirkung des Paralysators. 


Der Einflup des Paralysators auf die verjliissigende, deatrinierende und 
verzuckernde Kraft der Amylase. 

Amylase wirkt bekanntlich auf dreierlei Art auf Starke, und zwar 
auflésend, dextrinierend und verzuckernd. Es ware also fiir die Frage 
der Einheitlichkeit der Amylase sehr wichtig, festzustellen, wie sich der 

-aralysator gegen diese drei Funktionen verhalt. 


Tabelle IX. 





2°),ig. Gerstenmalz- . Verminderung Verdiinnung des Malz- 
auszug + Buchweizen- Verzuckernde der verzuckernden auszuges, der dieser 
malzkeimlinge Kraft Kraft Kraft entspricht 
g Keimlinge eem 1/20 J 0/6 OF 
0,0 16,68 0.0 2.00 
0,2 12,40 25,7 1,30 
0.3 9,56 42.7 1,00 
0.4 5,44 67,4 0,56 
0,5 2,87 74,7 0,40 
0.6 1,53 99.8 0.08 
0,7 1,05 93,7 0.06 
0,9 0,76 95,5 _ 


1,0 0,33 97,9 — 
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Um diese Frage zu lésen, haben wir Gerstenmalzausziige mit 
Zugabe von verschiedenen Mengen von Buchweizenmalzkeimlingen auf 
ihre verzuckernde Kraft untersucht. 

Um die in der vierten Rubrik angegebenen Vergleichsresultate zu 
erhalten, haben wir den 2°, igen Gerstenmalzauszug entsprechend 
verdiinnt. 

Die dextrinierende Kraft derselben Malzausziige mit Zugabe von 
steigenden Mengen von Buchweizenmalzkeimlingen haben wir unter 
den oben angegebenen Bedingungen bestimmt. 


Tabelle X. 





2 0/,ig. Gersten- Verinderung der blauen Farbe durch Jod in Verdiinnung des 
malzauszug Malzauszuges, 
rot farblos der dieser Kraft 


+ Buchweizen- violett rotviolett 
malzkeimlinge . entspricht 


gx Keimlinge erfolgte nach Minuten 


00 12 16 32 48 2,0 
0.2 20 28 42 72 1,3 
0,3 24 38 60 86 1.1 
0.4 4) 64 104 138 0.6 
0,5 72 104 18) nicht 0.36 
0.6 158 240) ohne fest- 0,20 
0,7 180 ohne - Verinderung  gestellt 
Veranderung 


Die Vergleichsresultate, die wir in der letzten Rubrik angegeben 
haben, wurden ebenfalls durch entsprechende Verdiinnung des 2° igen 
Gerstenmalzauszuges erhalten. 

Das Stiarkeverfliissigungsvermégen der oben erwihnten Ausziige 
haben wir nach zwei Methoden bestimmt, und zwar je nach der diastati- 


Tabelle XI. 





lg Gerstenmalz vertliissigt Starke in g 
2° »ig. Gersten- 5 » . : 2 = 
ice~—€,€,€ Verdiinnung Verdiinnung 
. sien. des Malzaus- Pollak-Chrzasz2- des Malzaus 
Buchweizen Lintner-Sollied- ; ceo ~ it Po 
keimlinge  Methode zuges, der dieser Picrozek- zuges, der dieser 
: Kraft entspricht Methode Kraft entspricht 
g Keimlinge 0 ( 
0,0 71,5 2.0 
0,2 55.6 1.3 — ssn 
0,3 45,3 1,0 = 
0,4 30.3 0.6 75,0 0.60 
OD 25,0 0.5 50.0 
0,6 17,3 0.3 35,0 0,30 
0.7 n. bestimmbar  n. bestimmbar 18,8 0.16 
0.8 _ * 12,5 0,08 
0,9 - » 10,7 


7 
1,0 S r 7.9 0,05 
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schen Kraft der Ausziige, nach der Lintner-Sollied-Methode oder 
derjenigen von Pollak-Chrzqszcz- Pierozk, 

Die in der zweiten und vierten Rubrik angegebenen Zahlen haben 
wir ebenfalls durch entsprechende Verdiinnung des Gerstenmalzauszuges 
erhalten. 


Der EinfluB der Temperatur. 

Weiter wollten wir feststellen, wie der Paralysator der Buchweizen- 
malzkeimlinge sich gegen Temperatur verhalt. Zu diesem Zwecke 
haben wir 0,35 g Keimlinge des Buchweizenmalzes in 100 cem Wasser 
bis zu den verschiedenen gewiinschten Temperaturen erwarmt und in 
diesen dann | Stunde lang gehalten. Nach der Abkiihlung auf 18° C 
wurden 2¢ Gerstenmalz hinzugesetzt und 1 Stunde geschittelt. Der 
so erhaltene Malzauszug wurde filtriert und auf die verzuckernde Kraft 
untersucht. 

Tabelle XII. 





: . ii , Entsprechende Schwiachung 
2° ,»ig. Gerstenmalzauszug + 0,35 ¢ Verzuckerungskraft der paralysierenden Kraft 
Buchweizenmalzkeimlinge YZ 


ecm n 20 J 


Ohne Erwairmung....... 7,22 0,0 

EKrwarmt auf 45°C .....~. 11,50 44.9 

a a 11,95 50.0 

ee 12,47 56,6 

Ore. sae 13,14 63.4 

_.. Sh eee 13,40 65,1 

er 13.52 66,6 

‘ ow, eae eee 14,10 72,8 

3 Stunden ay, a 15,28 84,2 
2"/sig. Gerstenmalzauszug allein 16,68 


Die erhaltenen Zahlen zeigen, daB der Paralysator ziemlich emp- 
findlich gegen Temperatur ist. Die Halbtétungstemperatur ist fast 
identisch mit derjenigen der Amylase. Eine vollstandige Inaktivierung 
des Paralysators konnte jedoch sogar nach dreistiindigem Kochen nicht 
erreicht werden. 15°, der paralysierenden Wirkung bleiben auch dann 
noch erhalten. 

Diskussion. 

Die vorliegenden Untersuchungen bestatigen unsere Annahme (I. c.), 
daB die Ursache des verschiedenen Verhaltens der Amylase verschiedener 
Herkunft von der Mitwirkung von aktivierenden und paralysierenden 
Faktoren abhingt, welche zugleich mit der Amylase entstehen und sie 
begleiten. Zumindestens im vorliegenden Falle der Buchweizenmalz- 
amylase glauben wir, eine Bestitigung dieser Ansicht erblicken zu 
kénnen. 

Der ungekeimte Buchweizen zeigt eine schwache amylolytische 
Kraft. Wenn aber der Buchweizen gekeimt wird, so zeigt es sich, dal 
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im Gegensatz zu den Malzen anderer Getreidearten die kleinen Mengen 
der Amylase, welche in dem ungekeimten Buchweizen schon vorhanden 
waren, sich nicht nur nicht vergréBern, sondern sogar fast ganz ver- 
schwinden. Diese auf den ersten Blick merkwiirdige Erscheinung ist 
aber nur eine scheinbare. 

Die Amylase wird bei der Keimung des Buchweizens ganz wie bei 
anderen Getreidearten vermehrt und angehiuft; in dem Buchweizenmalz 
entsteht aber wahrend der Keimung ein paralysierender Faktor, der 
auf Amylase inaktivierend einwirkt. Dieser Paralysator entsteht in 
den Blatt- und Wurzelkeimlingen des Buchweizenmalzes und hiuft 
sich ebendort an. Werden diese Keimlinge vom Buchweizenmalz 
getrennt, so findet man dann in dem Rest des Buchweizenmalzes eine 
bedeutende amylolytische Kraft. 

Der Paralysator kommt nicht in den Wurzel- und Blattkeimlingen 
in derselben Menge vor. In den letzteren ist die paralysierende Wirkung 
etwa fiinfmal so gro} als in den Wurzelkeimlingen. Die inaktivierende 
Wirkung unseres Paralysators ist ziemlich groBb, denn 0,6 g Blattkeim- 
linge des Buchweizenmalzes sind imstande, die Amylase von 2 g Gersten- 
malz vollstandig zu inaktivieren. 

Es konnte festgestellt werden, da die paralysierende Wirkung 
der Buchweizenmalzkeimlinge weder durch ungiinstige Verschiebung 
des pu noch durch Anwesenheit von Gerbstoffen hervorgerufen wird. 
Der Paralysator bildet sich waihrend der Keimung des Buchweizens. 
Er ist weder in Wasser noch in Alkohol léslich und wird durch 96° igen 
Alkohol nur wenig abgeschwiicht. Die inaktivierende Wirkung des 
Paralysators ist eine sehr schnelle, denn etwa 70°, der Amylase 
werden in 1] Minute inaktiviert. Es muB hervorgehoben werden, dal 
die inaktivierende Wirkung des Paralysators auf die drei Funktionen 
der Amylase fast gleich ist und daB seine optimale Wirkung ungefihr 
mit derjenigen der Amylase zusammenfillt. 

Der Paralysator ist gegen Temperatur ziemlich empfindlich. Eine 
vollstandige Zerstérung des Paralysators wird jedoch selbst nach 
dreistiindigem Erwairmen auf 100°C nicht erreicht, denn es bleiben 
immer noch etwa 15°, der paralysierenden Wirkung bestehen. Dieses 
Verhalten weist darauf hin, daB der Paralysator eine organische Sub- 
stanz ist, welche gegen Temperatur empfindlich ist. Diese Beobachtung 
ist wichtig, wenn wir in Betracht ziehen, dab nach Aiselew die aus 
dem infolge der Erwirmung koagulierten Protoplasma in den Blattern 
entstehenden Produkte die dort befindliche Amylase binden und dadurch 
inaktivieren sollen. Im Gegensatz dazu finden wir in unserem Falle, 
daB das Erwairmen des Paralysators seine inaktivierende Wirkung 
vermindert. Der Paralysator wird also durch Temperatur teilweise 
geschadigt bzw. vernichtet, so daB er nicht mehr inaktivierend wirken 
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kann. Die Tatsache, dab etwa 15°, der inaktivierenden Wirkung des 
Paralysators trotz dreistiindigen Kochens nicht vernichtet werden, 
kénnte darauf hinweisen, daB wir es vielleicht hier mit zwei ver- 
schiedenen, die Amylase inaktivierenden Substanzen zu tun haben, 
und zwar mit einem eigentlichen Paralysator und einer bei héherer 
Temperatur entstandenen inaktivierend wirkenden Substanz. Da der 
eigentliche Paralysator, wie wir oben feststellen konnten, gegen Tem- 
peratur empfindlich ist, so muB angenommen werden, dai unter dem 
KinfluB héherer Temperatur das Protoplasma so geandert wird, dab 
es eine kleine Menge von Amylase inaktivieren kann. 


Aus unseren Untersuchungen geht hervor, dai der Paralysator 
des Buchweizenmalzes auf solche Weise wirkt, daB er die Amylase 
bindet, entweder durch Ad- bzw. Absorption, oder durch Bildung von 
Komplexverbindungen bzw. Assoziationsprodukten, was die weiteren 
Untersuchungen noch klarstellen miissen. In jedem Falle wird die 
Amylase von dem Paralysator gebunden und dadurch eine Sistierung 
ihrer Wirkung hervorgerufen. Aus diesen Griinden schlagen wir vor, 
den von uns erhaltenen Paralysator der Amylase als ,,Sistoamylase*‘ 
zu benennen. 

Fir die Sistierung der Amylase durch Bindung an den Paralysator 
sprechen Analogien mit anderen Enzymen. 


Hier méchten wir auf die letzten Untersuchungen von PR. Willstdtter 
und M. Rohdewald' iiber die Desmo- und Lyoamylase der leucocytiren 
Amylasen hinweisen; weiterhin auf die Untersuchungen von G. Kerner 
und E. J. Lesser*, wie auch die von F. J. Lesser® iiber das Verhalten der 
Leberamylase. Nach den letzteren Autoren soll die Amylase der Leber an 
innere Stoffe, Kolloide der Grenzflaiche, durch Adsorption gebunden bzw. 
zuriickgehalten werden. Sie kann deswegen nicht einwirken, weil sie infolge- 
dessen vom Glykogen réumlich getrennt ist. Mit Adrenalin kann man die 
Amylase freilegen und auf solche Weise wieder aktiv machen. In der pflanz- 
lichen Welt konnten J.S. Ford und J. M.Guthric# schon im Jahre 1908 
zeigen, daB man die Amylase der Gerste durch Autodigestion bei Gegen- 
wart von Nitrobenzol und noch besser Proteasepapain vermehren kann. 
Sie erkliren diese Erscheinung dadurch, dab die Amylase in der Cerste 
an EiweiB gebunden ist und durch dessen Zersetzung freigelegt wird. J. L. 
Baker und H. F. Hulton® bestitigen den Einflu® des Papains auf die Ver- 
mehrung der Amylase des Gerstenmehls und erkliren diese Erscheinung 
dadurch, da®B Hordein, welches die Amylase bindet, durch Papain zerlegt 


' R. Willstdtter u. M. Rohdewald, Zeitschr. f. physiol. Chem. 208, 
189, 1931. 

2. Kerner u. E. J. Lesser, diese Zeitschr. 102. 284, 1919. 

3 EB. J. Lesser, ebenda, S. 304; 119, 108, 1921. 

4 J.S. Ford u. J. M. Guthrie, J. Inst. Brewing 14, 16, 1908. 

5 J... Baker u. H.F. E. Hulton, J. Chem. Soc. 121, 1929, 1922. 
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wird, wodurch Amylase frei wird. W. Syniewski}, der die a- und /-Amylase 
der Gerste und des Gerstenmalzes untersuchte, konnte denselben Kinfluls 
auf die Vermehrung der Amylase der Gerste sowie des Gerstenmalzes 
durch Papayotin zeigen. Nach seiner Ansicht ist die Amylase schon vor der 
Keimung in derselben Menge im Korn vorhanden wie nach der Keimung. 
Sie set aber in dem ungekeimten Korn durch Eiweifi inaktiviert. Durch 
Zerstorung des Eiweibes mit Papayotin kénne die Amylase freigelegt 
werden. 

Wenn also die Amylase an besondere Substanzen adsorbiert bzw. 
mit diesen assoziiert sein kann, und wenn sie im ruhenden Getreidekorn 
mit KiweiB bzw. dessen Abbauprodukten gebunden in einer inaktiven 
Form vorkommen kann, so darf man mit Recht annehmen, dab solehe 
die Amylase bindenden Substanzen in der Natur nicht selten vorkommen. 
In diesem Falle ist es ganz wahrscheinlich, daB in manchen pflanzlichen 
Organismen solche Sistosubstanzen angehauft werden, wie es in den 
Blatt- und Wurzelkeimlingen des Buchweizenmalzes der Fall ist. Die 
Sistoamylase wire also der erste natiirliche spezifische Paralysator 
der Phytoamylasen. Man kann aber schon voraussehen, dal die Sisto- 
substanzen ziemlich oft in der pflanzlichen Welt vorkommen miissen, 
Wenn sie bis jetzt noch nicht beobachtet werden konnten, so liegt der 
Grund héchstwahrscheinlich darin, daB die Sistosubstanz durch irgend- 
welche Substanzen ausgeschaltet oder durch einen CberschuB an Amylase 
gedeckt werden kann. Die Antiamylase scheint auch héchstwahrschein- 
lich eine solche Sistosubstanz zu sein. Neben den Sistiersubstanzen der 
Amylase miissen auch noch Antisistiersubstanzen gebildet werden. 
Adrenalin kann man als eine solche Antisistiersubstanz der Leber- 
amylase ansehen. Solche Antisistiersubstanzen fiir die Amylase sind 
auch wohl die Abbauprodukte des Eiweibes durch Papain. Ob die Amylo- 
kinase von Waldschmidt-Leitz auch eine solche Antisistiersubstanz ist, 
und ob der von uns im Buchweizenmalz gefundene Aktivator mit der 
Kinase von Waldschmidt-Leitz identisch ist, miissen weitere Unter- 
suchungen aufklaren. 

Zusammenfassung. 

Unsere Untersuchungen iiber Buchweizenmalz ergaben folgende 
Resultate : 

1. Wahrend der Keimung des Buchweizens bildet sich in den Blatt- 
und Wurzelkeimlingen eine die Amylase paralysierende Substanz. 
Wir schlagen vor, diese Substanz Sistoamylase zu nennen. Sie ist 
der erste natiirliche Paralysator der Amylase. 

2. Die Sistoamylase paralysiert die drei Funktionen der Amylase, 
also die verfliissigende, die dextrinierende und die verzuckernde Kraft 


1 W. Syniewski, diese Zeitschr. S7, 159, 1925. 
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ungefihr in gleichem Verhaltnis. Sistoamylase inaktiviert sowohl die 
in der Lésung befindliche, wie auch die aus Malz in die Lésung tber- 
gehende Amylase. In Wasser und Alkohol ist sie unléslich, und gegen 
Temperatur ziemlich empfindlich. Die Halbtétungstemperatur  be- 
tragt 50°C. 

3. Sistoamylase scheint eine eiweiBihnliche Substanz zu_ sein. 
Die paralysierende Wirkung der Sistoamylase beruht héchstwahr- 
scheinlich auf einer Bindung der Amylase durch Ad- bzw. Absorption 
oder durch Bildung von Komplexverbindungen. Die paralysierende 
Wirkung der Sistoamylase ist eine sehr schnelle. 

4. In nicht gekeimtem Buchweizen konnte keine paralysierende 
Wirkung festgestellt werden. 
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Uber einige Fermente der Hydrochelidon Nigra L. 
Von 
A. Bernardi und M. A. Sehwarz. 
(Aus dem Pharmazeutisch-chemischen Institut der Kgl. Universitat Bologna.) 


(Eingegangen am 24. Februar 1955.) 


Es wurde gezeigt, da die Amylase! im Glycerinextrakt der Kera- 
toidschicht des Kaumagens von Hiihnern einen eigenen Ursprung hat, 
daB sie von der Schleimhaut erzeugt wird, die zwischen der Keratoid- 
schicht und dem Muskel des Kaumagens liegt; es war jedoch unmdéglich. 
den Ursprung der in dem gleichen Glycerinextrakt gefundenen Invertase 
festzustellen?, weil dieses Ferment sich in allen dem Versuch unter- 
worfenen Glycerinextrakten vorfindet. 

Wie bekannt, fressen die Hiihner auBer Kérnern auch Beeren, Insekten 
und Wiirmer usw. Man wollte deshalb die erhaltenen Resultate mit denen 
eines Nichtkérnerfressers vergleichen; wir wihlten hierzu die Hydrochelidon 
Nigra L., die sich ausschlieBlich von kleinen Wiirmern, Insekten und Weich 
tieren nahrt. Dieser Vogel halt sich wihrend der Sommermonate in den 
Talern und Lagunen Norditaliens auf und kann mithin wahrend dieser 
Zeit leicht gefangen werden. Wir fiihlen uns gleichzeitig verpflichtet. 
der V. 1. N.C. 1.3 unseren Dank auszudriicken, die uns die Erlaubnis e1 
teilte, das zu unseren Versuchen nétige Material zu verschaffen. 


Die ausgefiihrten Versuche gestatteten uns nicht wie gleich 
niher beschrieben wird -—, den Ursprung der Amylase festzustellen, 


weil dieses Ferment in den Glycerinextrakten der Schenkelmuskel., 
der Brust, des Kaumagenmuskels, der Schleimhaut, der Keratoid- 
schicht und des Blutes vorkommt, wenngleich im Muskel des Kaumagens, 
in der Schleimhaut und in der Keratoidschicht des Kaumagens in 
groBerer Menge. 


1 Diese Zeitschr. 2538, 383, 1932. 

2 Ebenda 256, 406, 1932. 

3 Vallicultura-Industria-Nazionale, Comacchio-Italia-Societa Anonima 
Ferrara. 
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In allen diesen Extrakten wurde auch das Vorkommen einer 
Invertase nachgewiesen, die ihre Maximalwirkung nach 24 Tagen 
erreicht. Als geeignetste Zuckerkonzentration erwies sich: 2,5°,, fiir 
die Glycerinausziige des Kaumagenmuskels und der Brust, 5°,, fiir die 
Glycerinausziige der Schenkelmuskel, 10°, fiir die Glycerinausziige der 
Keratoidschicht, der Schleimhaut des Kaumagens und des getrockneten 
Blutes. 

Die bereits fiir die Glycerinextrakte der verschiedenen Korperteile 
des Huhnes hervorgehobene Tatsache, dal} die Invertase ihre starkste 
Wirkung erreicht, wenn ein Gleichgewichtszustand zwischen der Kon- 
zentration des Ferments und der Zuckerlésung erreicht wird, laBt sich 
auch fiir die Glycerinextrakte der Hydrochelidon Nigra feststellen, 
und zwar aubert sich dieses Maximum bei gleicher Zuckerkonzentration 
fiir dieselben Glycerinextrakte, gleichviel, ob sie von einem bestimmten 
Kérperteil des Huhnes oder von Hydrochelidon Nigra L. gewonnen 
worden waren. 

Dies kénnte auch einem gliicklichen Zufall zuzuschreiben sein; 
wir behalten uns deshalb vor, darauf zuriickzukommen, wenn. sich 
diese Tatsache in den bereits unternommenen Untersuchungen itiber 
Vanellus cristatus wiederholt. 

Es wurden auch Versuche ausgefithrt, um das Vorkommen einer 
Protease in den verschiedenen Glycerinausziigen festzustellen. Es 
ergab sich, daB im Glycerinextrakt des Blutes, der Schenkel und der 
Schleimhaut des Kaumagens von Hydrochelidon Nigra L. eine Protease 
vorkommt, ?7die in alkalischem Mittel frisch koaguliertes Eiereiweib 
angreift, da in den Glycerinextrakten der Brust und des Kaumagen- 
muskels nur}Spuren dieses Ferments vorhanden sind, dab es im Glycerin- 
extrakt der Keratoidschicht fehlt, d.h. in den von uns angestellten 
Versuchen nicht nachgewiesen werden konnte. 

Es ist also unméglich, den Ursprung dieser Protease festzustellen ; 
wir kénnen jedoch hervorheben, daB eine vollkommene Ahnlichkeit 
mit den Extrakten der verschiedenen Koérperteile des Huhnes herrscht, 
wo ebenfalls Protease im Glycerinextrakt der Keratoidschicht fehlt, in 
Spuren in den Ausziigen der Brust und des Kaumagenmuskels vorhanden 
ist, zweifellos hingegen in den Glycerinextrakten des Blutes, der Schenkel 
und der Schleimhaut des Kaumagens nachgewiesen werden kann. 


Diese Versuche werden fortgesetzt. 


Experimenteller Teil. 


Man trennte von einigen frischen Kaumagen erschossener H vdrochelidon 
Nigra L. die Keratoischicht ab, léste die daran fest anhaftende Schleim- 
haut vollig los und reinigte sorgtaltig von etwa anhaftenden Muskelfasern. 





bh 
Se! 
Br 
ka 
Sel 
Ke 


Bli 


vel 
Wwe 
abs 
Se] 
abs 
ext 
uri 


urn 


Au 








n 


n 
n 








Fermente der Hydrochelidon Nigra L. 371 


Der Kaumagen wurde zerstiickelt und ebenso wie die Hornschicht und die 
Schleimhaut zuerst mit flieBendem, dann mit destilliertem Wasser mehrmals 
gewaschen; man trocknete alsdann Kaumagen und Schleimhaut in dem 
Thermostaten bei 37°, wihrend die Keratoidschicht bei Zimmertemperatur 
unter LichtabschluB getrocknet wurde. 


Auch Schenkel und Brustmuskel wusch man, nachdem sie vorhet 
von Fett, Muskelfasern und Aponeurose véllig befreit worden waren, Ofters 
mit flieBendem und dann mit destilliertem Wasser und trocknete sie im 
Thermostaten bei 37°. Das im Herz koagulierte Blut wurde gesammelt 
und ebenfalls im Thermostaten bei 37° getrocknet. Nachdem die einzelnen 
Teile so getrocknet worden waren, verrieb man sie mit sterilisiertem Quarz 
sand und fiigte dann Glycerin hinzu. Das Gemisch wurde ungefahr | Monat 
im Thermostaten gehalten. Alle Glycerinextrakte waren mehr oder weniget 
gelb gefarbt, reagierten gegen Lackmus sauer, mit Ausnahme der Horn 
schicht, die neutrale Reaktion zeigte, und hatten mit Ausnahme des Glycerin- 
auszuges des Blutes einen eigenartigen unangenehmen Geruch. 


Untersuchung der Amylase. 


Man mischte je 1 ccm der verschiedenen Glycerinextrakte mit 5 ccm 
1° iger Starkelédsung, und brachte die so bereiteten Proberéhrchen zuerst 
in frisches Wasser, dann in ein auf 40° erwarmtes Wasserbad und zwar 
zuerst jene, die 240 Min. reagieren sollten, dann jede halbe Stunde der Reihe 
nach alle ubrigen. Nach 240 Min. wurden alle Proberéhrchen gleichzeitig aus 
dem Wasserbad herausgenommen, in Eiswasser getaucht und einige Zeit 





ruhen gelassen; dann fiigte man jeder Probe zwei Tropfen einer 0,025 © igen 
Jodlésung hinzu. Man erhielt so folgende Resultate: 

Mischung von 5cem 1 °/) ig. Wirkungsdauer in Min 

Stirkelésung und 1 cem des 

Glycerinextraktes von 30 60 Ww 120 150 180 210 240 

Pe ee ee rotviolette Farbe in allen Proben 
Schenkelmuskel . ; 7 rotlich rotviclett 
Eg eee ee rotliche Farbung 
Kaumagenmuskel. . ... . samtliche Proben blieben farblos 
Schleimhaut des Kaumagen ‘ : ™ a 
Keratoidschicht .. . farblos réthich violett 


Blindversuch (1 cem Glycerin 
und 5cem 1°, ig. Starke- 
ee ene eae alle Proben geben blaue Farhe 


Es ist wohl unniitz, hervorzuheben, daB man alle Sorgfalt) daraut 
verwendete, um Fehlerquellen zu vermeiden; so sterilisierte man die Cretabe, 
wie die StarkelOsung. Alle Proben wurden gleich lange und gleichzeitig 
abgekihlt. Der Blindversuch, der negativ austfiel. gestattete folgenden 
SchluB: Wahrend im Huhn der Muskel des Kaumagens als Sitz der Amylase 
anzusprechen ist, enthalten alle dem Versuch unterworfenen (dycerin 
extrakte von Hydrochelidon Nigra L.-Schenkel, -Brust, -Kaumagenmuske! 
und -Schleimhaut, -Hornschicht und -Blut eine Amylase, und zwar scheint 
sie in den Glycerinextrakten des Kaumagenmuskels, der Schleimbhaut 
und der Keratoidschicht reichhicher vorhanden zu sein als in den tibrigen 


Ausziigen. 
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Untersuchung der Invertase 

Man verwendete einen Teil der gleichen Glycerinextrakte, die zur 
Untersuchung der Amylase dienten. Man brachte in neutrale und sterilisierte 
Glask6lbchen ein Gemisch von je 0,5 cem eines Glycerinauszuges und 50 cem D 
einer vollkommen reinen Rohrzuckerlésung (2,5- 5- 10°) und lieB es im 
Thermostaten bei 37° 24 Tage ruhen. 

Alle 8 Tage entnahm man jeder Mischung eine Probe von je 5 c¢em 
und stellte mit frisch bereiteter Fehlingscher Lésung die Menge gebildeten 
Invertzuckers fest. 

Es sei besonders hervorgeboben, dali die Ausziige, die saure Reaktion 
hatten, mit n/100 NaOH neutralisiert wurden, wozu Lackmus als Indikator 
diente. 


Tabelle I. 
Glycerinextrakt des Kaumagenmuskels von Hydrochelidon 

“hcl 

Nigra L. _ 
Dieser Auszug ist gelb gefarbt, hat saure Reaktion, starken eigenartigen 

Geruch. 





Konzentration der Zuckerlisung 


Wirkungsdauer =e 5° 10" 


Verbrauch Fehlingscher Lésung 


Tage eem ecem ecm 
8 3 2 2 
16 3.8 3,5 2,5 
24 6,3 5,7 4.9 


“ahrend der Einwirkung triibt sich die Mischung. Bei der gegebenen 
Wahr i der E | triibt h die Misel B 1 | 
Xonzentration des Glycerinauszuges aubert sich bei der 2.5 °,igen ohr- 
KXonzentration des Glycerir zu; Bert sich | 1 r.5% Rot 
zuckerlésung nach 24 Tagen die starkste Wirkung. 


Tabelle LL. 





VAN 
Glyéerinextrakt der Schleimhaut des Kaumagenmuskels von 
Hydrochelidon Nigra L. 
Der Auszug ist hellgelb gefarbt, hat saure Reaktion, starken eigenartigen 
Geruch. 
Konzentration der Zuckerlisung 
“ 2,5 0 5 9), 0%, 
Wirkungsdauer aati . 10 
Verbrauch Fehlingscher Lisung 
Tage ecm ecm ecm 
8 2 15 2,1 
16 2,5 2 8.2 
24 11 16 18.9 
Triibung wiahrend der Verdauung. Maximalwirkung bei der 10 °,igen 
bei 


Rohrzuckerlésung nach 24 Tagen. 
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Tabelle LILI. 
Glycerinextrakt der Keratoidschicht des Kaumagens von Hydro- 
chelidon Nigra L. 


Der Auszug ist gelbgriin gefarbt, hat neutrale Reaktion und ist fast geruchlos. 





Konzentration der Zuckerlosung 

. § § 10 
Wirkungsdauer 9 10 , 
Verbrauch Fehlingscher Losung 


Tage eem ccm ecm 





s 0.9 1.9 
16 1,5 3 
24 4.5 Ss 


Die Mischung bleibt wahrend der Einwirkung vollkommen klar. Max 
malwirkung bei der 10°,igen Kohrzuckerlésung nach 24 Tagen. 


Tabelle IV. 
Glycerinextrakt der Schenkelmuskel von Hydrochelidon 
Nigra L. 


Saure Reaktion, hellzgelb ygefarbt, unangenehmer eigenartiger Creruch, 





Konzentration der Zuckerlisung 
; 2.5 | 5/5 10 
Wirkungsdaner ¢ 


Verbrauch Fehlingscher Lisung 


lage ecm eem eem 

5 1.1 2.3 2.2 
16 4.1 3,3 4.5 
24 10,5 12,2 11,2 


Triibung, Maximalwirkung nach 24 Tagen be: der 2.5°,igen Rohr- 
zuckerlésung. 
Tabelle V. 
Glycerinauszug der Brust von Hydrochelidon Nigra L. 


Orangegelb gefarbt, saure Reaktion, unangenehmer GCeruch. 





Konzentration der Zackerliésung 
Wirkungsdauer anil 


Verbrauch Fehlingscher Losung 


Tage eem ecm cem 

5 05 1,1 1.2 
16 3, 2.5 2,5 
24 RB; 3.5 3,2 


Tribung wahrend der Einwirkung. Maximalwirkung nach 24 Tagen 


bei der 2,5° igen Rohrzuckerlésung. 
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Tabelle VL. Glycerinauszug des Blutes von Hydrochelidon Nigra L. 


Gelb gefarbt, saure Reaktion, geruchlos. 





Konzentration der Zuckerlésung 


2,5 9, 50 10° 
Wirkungsdauer 0 


Verbrauch Fehlingscher Lisung 


Tage eem ecm com 
S 1 1,8 3 
16 2,5 55 8,5 
24 4.5 14,1 17 


Triibung waibrend der Einwirkung, Maximalwirkung nach 24 Tagen 
bei der 10° igen Rohrzuckerlésung. 


Es ist wohl iiberfliissig, zu erwaihnen, da zum Vergleich stets Blind- 
versuche angestellt wurden. 


Untersuchung der Protease. 

Zu diesen Versuchen diente ein Teil der iiblichen Glycerinausziige. 
Man brachte in sterilisierte Glaskélbchen lecem des zu untersuchenden 
Glycerinauszuges. 20 ccm sterilisiertes destilliertes Wasser und ein Stiickchen 
(0,2 g) koagulierten EiereiweiBes, dessen Rander scharf geschnitten worden 
waren !. 

Die so bereiteten Lé6sungen lie} man im Thermostaten bei 37° 60 Stunden 
ruhen. Diesen Versuch wiederholte man in alkalischer NaOH-Lésung 
(0,05° 9) und in saurer H(C]-Lésung (0,05 °%,). 

Aus den angestellten Versuchen ergibt sich: 

lL. Da das Eiweif in alkalischer Lésung vom Glycerinextrakt des 
Blutes, der Schenkel und der Schleimhaut des Kaumagens stark angegriffen 
wird; die Lésungen waren triib. das Filtrat gab intensive blauviolette 
Farbung mit Ninhvydrin. 

2. DaB das EiweiB in alkalischer Lésung vom Glycerinextrakt der 
Brust und des Kaumagenmuskels wenig angegriffen wird. Die Lésungen 
waren triib und farbten sich mit Ninhydrin blauviolett. 

3. DaB das EiweiB in alkalischer Lésung vom Glycerinextrakt der 
Keratoidschicht nicht angegriffen wird. Die Lésung bleibt véllig klar, 
gibt mit Ninhydrin aber immerhin eine leichte Farbung. 

Blindversuche bestatigen diese Resultate. 

Weder in neutraler noch in saurer Lésung konnte die Wirkung einer 
Protease nachgewiesen werden. 


Zusammenfassung. 


Zum Unterschied vom Huhn, wo die Schleimhaut des Kaumagens 
als Sitz der Amylase angesprochen werden konnte, enthalten die 
Glycerinextrakte des Blutes, der Schenkel, der Brust, der Schleimhaut 


1 


Da man die Konzentration des Ferments nicht kannte. war es un- 
moglich, die Wirkung der Protease quantitativ zu bestimmen. Augenblick- 
lich interessierte es uns vor allem, festzustellen, wo sich Protease vorfindet. 
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und der Keratoidschicht des Kaumagens von Hydrochelidon Nigra L 
mehr oder weniger Amylase. 

2. Diese Glycerinextrakte enthalten ferner eine Invertase, dic 
ihre starkste Wirkung erreicht, wenn zwischen Ferment und Kon- 
zentration der Rohrzuckerlésung ein Gleichgewichtszustand herrscht. 
Es sei besonders hervorgehoben, dal} diese Maximalwirkung beim 
Huhn und bei der Hydrochelidon Nigra L. fiir die gleichen Korperteile 
bei gleicher Zuckerkonzentration erreicht wird. 

3. Betreffs des Vorkommens der Protease herrscht eine aus- 
gesprochene Ahnlichkeit zwischen den verschiedenen Glycerinausziigen 
des Huhnes in der Hydrochelidon Nigra L. Sie fehlt namlich bei beiden 
im Glycerinextrakt der Keratoidschicht, findet sich in) Spuren im 
Glycerinextrakt der Brust und des Kaumagenmuskels, ist dagegen 
zweifellos im Glycerinextrakt des Blutes, der Schenkel und der Schleim- 


haut des Kaumagens vorhanden. 
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Zur Kenntnis der natiirlichen Seiden 
und ihres Verhaltens gegen Siiuren und Basen. 


(Réntgenographische Untersuchung an Eiweifstoffen T.) 


Von 


(. Trogus und K. Hess, 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Chemie.) 
(Fingegangen am 26, Februar 19525.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Inhaltsangabe. Eine erneute réntgenographische Untersuchung ver- 
schiedener Naturseidenarten fiihrte zu vier verschiedenen réntgenographisch 
unterscheidbaren Seidentypen, deren Beziehung zueinander in Verbindung 
mit dem Ergebnis der Seidenhydrolyse besprochen wird. Die chemische 
Umsetzung der Seidenarten mit Sauren und Basen verlautt alinlich wie die 
Umsetzung bei Cellulosefasern im Sinne mikroheterogener Reaktionsweise. 
Es wird der Nachweis gefiihrt. daB Harnstoff im Inneren der Seidentaser 
orientiert eingelagert werden kann. 


I. Zur Systematik der Seidenarten. 

Die Hydrolyse von Naturseiden verschiedener Herkunft ergab, 
daB als wesentlichste Spaltprodukte Glykokoll, d-Alanin und |-Tyrosin 
auftreten (vgl. Tabelle J). 

Obwohl die in Tabelle 1 angegebenen Werte intolge unvollstindiger 
Hydrolyse (Hydroiysenriickstand bei Tussahseiden'), Verlusten bei der 
lsolierung der Aminoséuren und der erheblichen Fehlergrenze bei der 
Ausbeutebestimmung? (nur annaihernd quantitative Trennung der Amino- 
sauren) mit Unsicherheiten belastet sind, diirften sie in erster Naherung 
fiir Vergleichszwecke doch brauchbar sein, weil Hydrolyse und Tsolierung 
der Spaltprodukte in allen Fallen unter annihernd gleichen Bedingungen 
durchgeftihrt worden sind. 

Es fallt auf, daB bei ungefaihr gleichem Alanin- und Tyrosingehalt 
erhebliche Schwankungen im = Glykokollgehalt beobachtet werden. 


! BE. Abderhalden u. A. Rilliet. H. 58. 337. 1909; EB. Abderhalden u. 
C. Brahm, H. 61, 256, 1909; EB. Abderhalden u. EB. Welde, H. 64. 463, 1910. 


2 Tyrosin und Glykokoll kénnen im allgemeinen ohne groBere Verluste 
bestimmt werden. Unsicherer ist die Bestimmung des Alanins. 
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Tabelle IL. 


Zusammensetzung versehiedener Seidenarten. 








Hydro- 1-Glut Rontgen 
lvsenpro- > sel " ss bild en 
Seidenart deine Riick- Glyko d-Ala I-Tyro- amin . . — ‘ 
stand koll nin sin sdure precnen 
os . Abb. Nr 
Bombyx mori 
Fibroin? . ... 86.4 — 40.5 11,0 l 
Fibrein? . ; 7) _ 35 10 Spuren 
Entbastete (o- 
eons . . . 68.4 33.5 20,0 9.0 0.25 I 


W ildseiden 
Schantung-Tus- 
sah? (Attacus 
cynthia) . . 55.3 5 14.5 22.0 V7 1.75 3 
Indische Tussah ® 
(Antheraea my- 
litta) as 
..C heefoo-Seide* * 
(Antheraea per- 
WE. + « 45.7 1S 12,5 180° 8.5 2.0 2 
. New-Chwang*" 
(Antheraea per- 
nvi) . ae 63.6 15 19,7 13.8 983 17 2 


Spinnenseide !° 


(Nephila mada- 


a 99.9 - 55.1 25.4 8.2 11.7 3 
Nesterseide!! nur qualitative  wesentlichste relativ nach- 4 
(Anaphe) Angaben Anteile des viel weis- 
Hydrolysates bar 
Gesamte erfaite Menge an detinierten Hvdrolysenprodukten in der degummierter 


trockenen aschefreien Fasersubstanz 

Fk. Abderhalden, HW. 120, 207. 1922. 

3 Annihernde Durchsehnittszahlen anderer Autoren z. B. kb. Fischer und A. Skita, H. 88 
177, 1901; 3, 221, 1902. 
4. Roose, H. 68, 273, 1910, 

FE. Abderhalden und |. Brahm, H. 61, 257, 1909: wir vermuten, dab es sich in der von 
den Autoren als Schantung-Tussah bezeichneten Seidenart um das Produkt des chinesischen 
Aylanthusspinners (Attacus cynthia) handelt. Allerdings kann nach den zuverlassige An- 
gaben von H. Silhermann, Die Seide, Leipzig, Verlag H. A. L. Degener 1897, S. 318/19 Schan 
tungseide auch aus Mischungen von Attacusseide und Seide des chinesischen Eichenspinners 
(Antheraea pernyi) bestehen Vel. ferner G. Jacobi, die Wirtschaftsgeographie der Seide 
Berlin 1932 

EB. Abderhalden und WI. Spack, H. 62, 131, 1909 

E. Abderhalden und W. Welde, H. 64, 462, 1910; vgl. dazu auch HH. Silhermann, 1. ¢ 


8. 308. 

®* Nach einer freundlichen Privatmitteilang von Herrn FE. Abderhalden wies der bei der 
Hydroelyse dieser Seidensorte erhaltene Riickstand noch Glykokoll und Alanin auf, so ¢ 
diese Zahlen zu niedrig sind. 


* FE. Abderhalden und A. Rilliet, H. 58, 337, 1909: vermutlich von chinesisehem Eicher 
spinner. Die Angaben beziehen sich in diesem Fall auf die degummierte Faser nach Abzug 
des Hydrolysenriickstandes, 

E. Fischer, HW. 58, 137, 1907 


ll -. Abderhalden, H. 74, 427, 1911. 
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Besonders die Tussahseidenarten weisen einen etwa um die Halfte 
niederen Glykokollgehalt auf. Die Verhaltnisse andern sich nur un- 
wesentlich, selbst wenn man annimmt, daB der bei der Hydrolyse 
der Tussahseiden bleibende Riickstand' mehr Glykokoll enthalt als 
der hydrolysierte Anteil. Spinnenseide stimmt im Glykokoll-, Alanin- 
und Tyrosingehalt annahernd mit dem der Bombyx mori-Neiden tberein, 
unterscheidet sich indessen durch einen sehr erheblichen Gehalt an 
Glutaminsiure*, der bei den anderen stark zuriicktritt.  Fiir Nester- 
seiden (Anaphe) liegen bisher nur qualitative Angaben vor. 


Im Zusammenhang mit der Zusammensetzung der verschiedenen 
Seidenarten interessiert ihr réntgenographisch ermittelbarer Feinbau. 
R. Brill? kommt in seiner grundlegenden Arbeit tiber den Kristallit- 
bau der natiirlichen Seidenarten zu dem Ergebnis, daB die Réntgen- 
diagramme von Seide verschiedener Herkunft kleine Unterschiede in 
dem Sinne aufweisen, da bei einigen Seidenarten (Attacus cvnthia*t. 
Antheraea pernyi®, Antheraea eucalypti, Antheraea mylitta® und 
Saturnia pyri’) Interferenzen fehlen, die bei Bombyx mori und Tussah- 
seide sicher auftreten. Den Unterschieden miBt Brill keine besondere 
Bedeutung bei und kommt zu dem Ergebnis, da® fiir alle Seidenarten 
alle auftretenden Interferenzen sich als Effekte ein und desselben 
Gitters darstellen lassen‘. An- oder Abwesenheit einzelner Inter- 
ferenzen wird dabei auf ,,eine geringfiigige Umlagerung im Molekiil® 
zurickgefithrt. Im Zusammenhang mit den Ergebnissen der Seiden- 
hydrolyse erscheint es von Interesse, daB fiir Bombyx mori und Tussah- 
seide ein identisches Réntgenbild gefunden wird. Auch Aratky und 
Kuriyama*® kommen spater zu dem Ergebnis, dab Bombyx mori und 
Tussahseide réntgenographisch identisch sind. 


Dem Bombyx mori-Gittertypus stellen Aratky und Kuriyama den 
. Satonia’-Gittertypus gegeniiber, dem sie Seidenarten wie Thelea 
polyphemus®, Pavonia und Yamamay!' zuordnen. Diese Autoren 


' Die uns zur Verfiigung stehenden Tussahseiden zeigten allerdings 
bei der Hydrolyse praktisch keinen Riickstand (Hydrolysenbedingungen : 
40,5 Gewichtsprozent Salzséiure bei 0° 48 Stunden und nachfolgendes 
sechstiindiges Erhitzen bei 130°). 

2 EB. Fischer, H. 68, 137, 1907; EB. Abderhalden, H. 181, 281, 1923. 

3 A. 434, 204, 1923. 

* Chinesischer Aylanthusspinner. 

5 Chinesischer Eichenspinner. 

® Indischer Tusserspinner. 

* GroBes Nachtpfauenauge, auch Attacus pavonia genannt. 

8 O. Kratky u. S. Kuriyama, Zeitschr. ft. physiol. Chem. (B) 11, 363. 
1931. 

® Nordamerikanischer Seidenspinner. 

0 Japanischer Eichenspinner. 
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erklaren also die Unterschiede in den Diagrammen durch die Annahme 


zweier verschiedener Gitter. 


Die rontgenographische Untersuchung 


der verschiedenen Seidenarten wiirde dann ahnlich wie die Hydrolyse 


zu zwei Seidentypen fihren: dem glykokollreichen Bombyx mori-Typus 


und dem glykokollarmen Wildseidet ypus. 


Bei einer derartigen Zu- 


ordnung stort die tibereinstimmend von Brill und Kratky-Kuriyama 


Tabelle I. 


Zusammenstellung der untersuchten Seidenpraparate. 





Oo IS bo 
waive 


Seidenart Form der Priparate 


Zuchtseiden: Covons 

Piemont Coeons Carru, incrocioli 

eee eee ee 
Paishan gold, China gelb . 
Incrocio Chinese Bresciano . 
Paishan gold, China weil ; 
Piemontese Alba, Incrocio Chinese 
Biancastri Adrianopoli . . . . 
Piemont Cocons Priona d Alba, 

incrociati Chinesi ae 
Toscano Cocons giallo pure . 
Siallo Puro Bologna 
Incrocio Chinesi Friuli . 


Wildseiden : 
Antheraea vamamay! (Japan) . lrame 
Antheraea pernyi? (China) . 
Antheraea mylitta® (Indien) 
Shansi-Seide* (China) 
Tussah® (China). 
Tussah® (Japan) 


Tussah? " 
Tussah” Kammzug 
OS — Cocons 
Galeria melonella® . . . Covon 


Nesterseiden 
(Familienspinner): 
Anaphe infracta (Kamerun) 
Anaphe panda (Sansibar) 
Anaphe 


Vollstandiges Nest 


Nestinhalt 


Spinnenseide: 

Nephila madagasearensis ‘ 
Muschelseide: 

Pinna nobilis* 


Gesponnener Faden 


l’aserbart 


1 Japanischer Eichenspinner. 
- Chinesischer Eichenspinner 


Indischer Tusserspinner. 


* Sehr wahrscheinlich von Attacus cynthia (Aylantusspinner) 


Keine nihere Angabe. 
Wachsmotte. 

Artangabe nicht sicher 
Artangabe nicht sicher 


Erhalten von 


W. Keiper 


Wo Weltsien 
M. Tartakowsky 


"W. Weltzien 


M. Tai tahowehy 
H. Fink 


M. Hering 


H Fin h 
EF) Hesse 


A. Tvwfant 
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gemachte Angabe, da} die glvykokollarme Tussahseide dem Réntgenbild 
nach dem glykokollreichen Bombyx mori-Typus angehort. 

Um die Beziehung zwischen Réntgenbild und Zusammensetzung 
der natiirlichen Seidenarten zu klaren, wurde zuniachst eine grobe 
Zahl von Seidenproben! gut definierter Herkunft réntgenographisch 
untersucht (vgl. Tabelle IT). 


Pontge nogra ph ische { "yite rsuchung. 


a) Bombyx mori.  Faserréntgenaufnahme in Abb. J. | Abstand 
Filmpraparat 30 mm. Cu K,-Strahlung. Vermessungsergebnis 


Tabelle IIT, die nur die eindeutig vermeBbaren Interferenzen enthilt. 





Abb. 1 
Rontgenfaserdiagramm von Seidenfibroin (Bombyx mori). 


Die Diagramme stimmen bei den verschiedenen Bombyxrassen 
(vgl. Tabelle I]) tiberein?. Der Habitus der Diagramme wechselt aber 
stark mit der Vorbehandlung der Fasern. Unvorbehandelte, bei Raum- 
temperatur trocken abgewickelte Coconfiden® zeigen ein auffallend 
stark schleierndes, unscharfes Réntgenbild. Bei Seidenfaiden, die nach 
halbstiindigem Kochen des Cocons aus dem heifen Wasser (90°) heraus 
abgehaspelt wurden, findet man eine erhebliche Abnahme der Schleierung. 
Dabei fallen besonders zwei scharfe meridiale Jnterferenzen auf (d 


1 Wir sind den Herren A. Defant-Berlin, H. Fink-Wolten, WW. Hering- 
Berlin, E. Hesse-Berlin, W. Keiper-Krefeld, MW. Tartakowski-Moskau und 
W. Weltzien-Kreteld zu autrichtigem Dank fiir die Uberlassung der Seiden- 
proben verbunden. 

2 Das gleiche Diagramm zeigt auch das Gespinst der Wachsmotte 
(Galleria melonella). 

3 Abgetétete Cocons (Handelsware). 
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1. 
Fabelle TL. 


Rontgentaserdiagramm von Bombyx mori (Rohseide det 


Firma Junkers-Krefeld, ent bastet). 





Inter- , ; ae Schichtlinien , Faser- : , 
ferenz ntensitat dina produkt periode Bemerkunger 
A, mi. st. 9.45 
Ay sch. 4.51 - — unscharf 
Ag a em 4.29 
A, s. seh 2.99 -_ unscharf 
A; s. s. sch 2.35 unscharf 
I, s. sel 5.93 0.2135 39°40’ r+ schwer vermessbat 
I, st. 3.64 0.2173 58° 25’ 7.09 
I s. s. sch 2.22 0.2216 7H 6.96 schwer vermessbat 
Il, sch 3.45 0.4331 0! @.11 diatrop (? 
IT, sch. 5,26 0.4431 14°30' 6.4 
Il, sch. 2.74 0.44355 31925’ 6.4 
Il. s. $s. sch. 2,22 0.4395 46° 5’ 7 
IIT. 8. seh. 2,27 0.6483 0" 7,13 
Ill, sch. 2.06 0.6620 18°20’ 6.8 


4.6, A, d 4.1, A), die vor der Warmwasserbehandlung kaum odet 
nicht zu erkennen waren, und die ihrem Habitus nach nicht zum Seiden- 
diagramm (Fibroin) zu gehéren scheinen. Da die Interferenzen beim 
Entbasten verschwinden, liegt es nahe, sie dem Sericin zuzuordnen 
Beim Entbasten! andert sich der Habitus der Diagramme im iibrigen 
nicht mehr wesentlich, die Interferenzen werden noch etwas schiirfer, 
die Schleierung nimmt weiter ab. 

Diese Erscheinungen entsprechen vollkommen denen bei der 
Abfiihrung von Nichtcellulosestoffen im Verlauf der Reinigung von 
Cellulosefasern, wobei ebenfalls eine mit dem Reinigungsgrad_ fort- 
schreitende Versehirfung der  Interferenzen und Abnahme — det 
Schleierung beobachtet wird?. Es ist anzunehmen, daB auch bei der 
rohen Naturseide die unscharfen Diagramme dadurch zustandekommen. 
daB die an den Kristalliten reflektierten Strahlen durch die entwedet 
die Kristallite oder die ganze Faser umgebende fibroinfremde Substanz 
diffus gestreut werden. AuBerdem besteht noch die Méglichkeit, dal 
die Verscharfung der Interferenzen im Verlauf der Reinigungsoperationen 
durch Ausgleich von Gitterstérungen oder durch Rekristallisation® 
bedingt ist. 

1 In tiblicher Weise durch wiederholtes Kochen mit l- bis 2 °,iger 
Lésung von Marseiller Seite und griindliches Auswaschen; statt Seife ist 
auch eine 0,5°,ige NaOQH-Lésung bei 60° oder eine I- bis 2°,ige Soda- 


lésung bei 80° zu verwenden. 
2 K. Hess, C. Troqus, L. Akim u. I. Sakurada, B. 64. 417, 1931. 


3 Man vel. dazu K. Hess u. C. Trogus, Zeitschr. ft. physik. Chem. (B 
12, 271, 1931. 
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Die Verhaltnisse verschieben sich nur wenig, wenn man an Stelle 
der meist untersuchten Mittelpartie des Coconfadens Anfang oder Ende 
untersucht. 

In Abb. la geben wir noch das Réntgenbild von Silkwormgut, 
das aus den SpinngefaBen von Bombyx mori kurz vor deren Verpuppung 
ausgezogen wurde.  Dabei wurde weder eine chemische Behandlung 





Abb. la. Réntgenfaserdiagramm von Silkwormgut. 


noch ein starker Zug auf das an der Luft schnell trocknende Material 
ausgeiibt. Aus dem gegeniiber dem Kokonfaden besonders gut aus- 
gebildeten Faserdiagramm geht hervor, daB es keines besonders starken 
Zuges bedarf, um eine ausgezeichnete Faserorientierung der Fibroin- 
micelle zu erreichen!, 

b) Tussahseiden. Faserréntgenaufnahme in Abb. 2 (Antheraea 
mylitta, Tusserspinner). Vermessungsergebnis Tabelle LV. Dasselbe 


Tabelle LV. 


Roéntgentaserdiagramm von Tussahseide (Antheraea mylitta). 





a Intensitit dina aaa” J perio Bemerkungen 
Ag s. st. 5.28 — 
As s. st. 4.31 _ 
A, sch. 2,60 unscharf 
3 st. 4,15 0.2268 51°40’ 6,78 
I, m. st. 3,61 ),2297 56° 30’ 67 
Ip. 1 sch. 3.36 0.4501 0° 6.84 unscharf 
IT, m. st. 2.86 0.4520 299 6.82 
IIo, 3 s. sch. 2,25 0.6517 i 7.08 
ITT, sch. 2.05 0.6695 16°30’ 6.92 schwer vermefibar 


1! Vel. dazu C. Trogus u. K. Hess, Zeitsehr. t. physik. Chem. (B), im 
Druck. Wir danken der Firma B. Braun-Melsungen fiir die Besorgung des 


Silkwormgutes. 
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Roéntgenbild zeigten simtliche untersuchten und als Tussah bezeichneten 
Handelsseiden, auBerdem die Seide von Attacus cynthia (Schan-Si), 
Antheraea yamamay! und Antheraea pernyi (vgl. Abb. 6, Streifen 
Nr. 5 bis 8). Die vorliegenden Cocons und die vorliegenden Seiden- 
arten zeigten praktisch dasselbe Réntgenbild. 





Abb. 2. Rontgenfaserdiagramm von Tussahseide (Antheraea mylitta) 


c) Nesterseide. Faserréntgenaufnahme in Abb. 3 > (Anaplhe  in- 
fracta). Vermessungsergebnis Tabelle V. Alle untersuchten Nester- 





Abb. 3. Réntgenfaserdiagramm von Nesterseide (Anaphe infraecta) 
' Bei Yamamayseide fallen mehrere relativ scharte Interferenzen aut 
dem Meridian auf, die mitunter auch bei anderen. das Tussahdiagramin 
zeigenden Seidenarten beobachtet werden und sehr wahrscheimlich nicht 


zum Diagramm der Seidensubstanz gehdoren (Asche 7%). 
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Tabelle V. 
Rontgentaserdiagramm von Nesterseide (Anaphe = intfracta). 
Inter- , Schichtlinien- Faser- 
ieoemn Intensitat dina ada o) soviatie Bemerkungen 
Ay s. st. 5,03 — - os 
Ag 3. st. 4.27 
A, s. s. sch. 2.34 
I, s. s sch. 3,97 0.2199 54°30 7.02 schwer vermetbat 
I, st. 3.61 0),2290 56HP 52" 673 
IL, m, st. 2.77 04405 32°35’ 6.98 
Hilo, . sch. 2,21 0.6539 0° 7.08 
Ill, sch. 2.03 0.6670 19°20’ 6.93 
M, m. st. 6.78 0),2264 0°? 6.80*) sehr scharf** 
My m. st. 3,33 0.4384 Qe 7.O3*) sehr scharf**) 
* Unter der Annahme berechnet, dab dy = 0° ist. 
** Aber in Richtung der Debve-Scherrer-Kreise stark verbreitert. 


seiden zeigten gleiche von Tussahseide und von Bombyx mori sicher 
unterscheidbare Réntgenbilder. In dem Diagramm fallen zwei sehr 
scharfe meridiale Interferenzen auf, die mit den in Anmerkung 1 er- 
wihnten Interferenzen von Yamamay nicht tbereinstimmen und die 
ihrem Habitus nach moéglicherweise nicht zum Diagramm der Seiden- 


substanz gehoéren. 





Tabelle VI. 
Vergleich der Hauptinterterenzen der verschiedenen Seiden, 
Bezeichnung der Interferenzen Ay A» A3 I, I, I] 
Bombyx mori, roh 4.27 3.62 2,80 
Bombyx mori, entbastet . 9.45 4.81 4.29 3.64 2.74 
Antheraea mylitta fehlt 5.29 | 436 411 | 3,61 2,85 
Antheraea pernyi . 5,21 432 4,19 | 3,67 2,97 
Antheraea yamamay " 5,32 429 415 3,64 2.86 
Nesterseide (Anaphe) . 506 | 427 | 3.97 | 361 | 27% 
Spinnenseide. . . . . . 5,29 4,28 - 3,61 2,83 
Shan-si, Attacus eynthia . “ 5,27 431 4.17 3.65 2,94 


d) Spinnenseide?, 
ergebnis Tabelle VII. 


Faserréntgenaufnahme in Abb. 4. Vermessungs- 
Das Diagramm zeigt wenige sicher vermeBbare 








Tabelle VII. Réntgenfaserdiagramm von Spinnenseide. 
r- Schichtlinien- Faser- 
oe Intensitat dina ™ net ry Jo acliele Bemerkungen 
Ay st. 5,29 — : 
As s. st. 4.28 —- ~- 
| I, m. st. 3.61 (0),2246 57°30' 6.84 
Ilo, 1 sch. 3,35 0.4475 0° 6.89 
Il, sch. 2.83 0.4490 $1° 701 unschart 
: IIly,, seh. 2.21 0.6539 0° 7.07 
ITI, s. sch. 2.03 0.7050 0° 6,56 pseudodiatrop 


1 Vol. 


R.O. Herzogu. W. 


Jancke : H. 164. 


306, 


1927, 
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Interferenzen, unterscheidet sich aber durch die Interferenz A, ein- 
deutig von dem von Bombyx mori. 





Abb. 4 
Rontgenfaserdiagramm von Spinnenseide (Nephila madagascariensis 
e) Muschelscide. 'Trotzdem auch diese Seide in guten Fasern 


vorlag, liefert sie bei senkrechter Durchstrahlung nur ein Debye-Scherrer- 
Diagramm (Abb. 5, Pinna nobilis). Vermessungsergebnis Tabelle VIL. 
Die Interferenzen sind auffallend scharf und stimmen mit denen det 





Abb. 5 
Routgendiagramm von Muschelseide (Pinna nobilis) 


verschiedenen anderen Seiden nicht tiberein. Méglicherweise werden 
die Interferenzen durch Aschenbestandteile (10,5°,, Asche) veranlalst 


Der Glithriickstand zeigt indessen ein grundsiitzlich abweichendes 
Diagramm. 
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Tabelle VIII. 





Debyve-Scherrer-Diagramm von Muschelseide. 
Interferenz Intensitat din A Bemerkungen 
R, mn. St. 12.8 schwer vermefibar 
R. seh. 957 schwer vermefbai 
R st. 7.58 
R, st. 4.23 
ie m. st. 3,01 
Ry mi. St. 2.83 
ie m., st. 2.65 
ie s. seh. 2,45 
Ry s. sch. 2,17 
Ro mm; ot. 2.06 


Zusammenfassung der réntgenographischen Ergebnisse, 

Der Vergleich der einzelnen Diagramme (Tabelle IX) zeigt, dab 
diese in einigen wesentlichen Interferenzen wbereinstimmen, von 
anderen aber sehr erheblich abweichen. Dem Vermessungsergebnis 
nach lage dann wohl die Annahme am nachsten, dal die Seidenarten 
aus mindestens zwei verschiedenen Kristallitarten aufgebaut sind, von 
denen die eine bei allen Seiden identisch ist. Die Sicherheit dieser 
Folgerung wird etwas durch eine vergleichende Aufnahme der Aqua- 
torialinterferenzen in der Verschiebekamera beeintrachtigt. Aus Abb. 6 
geht hervor, daB die Hauptinterferenz A, die bei der Vermessung zu 
Werten fiihrt, die bei den verschiedenen Seidenarten innerhalb der 
Fehlergrenze iibereinstimmen, zwar bei Bombyx mori und Anaphe 
iibereinstimmende Lage erkennen JaBt, bei Tussahseiden aber etwas 


Tabelle IX. 


Vergleich der Interferenzen der natiirlichen Seiden. 














Satan. Bombyx mori Tussahseiden Nesterseiden Spinnenseiden 
“aes Intensitdt «in A Intensitét «din A Intensitit @ in A’ Intensitét «in A 
A, m. St. 9,45 

Ay sch. 4,81 st. 5,29 s. sf. 5.03 a et. 5.28 
As s. st. 4.29 s. st. 4.28 s. st. 4.27 s. st. 4.31 
Ay 3 sch. 2.99 8. sch. 2.34 sch. 2,60 
As s. s. sch. 

I, s. sch. s. s. sch. 3.97 st. 4.15 
I, st. m. st. 3.61 st. 3.61 m. st. 3.61 
I, s. s. sch. | 2, 

Il, sch. 3.45 seh. 3.30 sch. 3.36 
I, sch. 3,26 

Il, sch. 2 U4 sch. 2.83 m. st. 277 m. st. 2.86 
II, s.s. sch, 2,22 

Io. 1 s. seh. 293 s. sch. 221 sch. 221 s. sch. 225 
III, sch. 2.06 s. sch. 2.03 sch. 2.038 sch. 2.05 
M, m. st. 6,78 

My m. st. 7.3 
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in Richtung des DurchstoBpunktes verschoben erscheint.— Beriick- 
sichtigt man diese Erscheinung, so ist die Identitat der einen Kristall- 
art auf Bombyx mori und Anaphe zu beschranken. 





Abb. 6 


Vergleich der Aquatorinterferenzen der verschiedenen Seidenarten. Nr. 1 Tussahseide (An- 

theraea mylitta);: Nr. 2 Nesterseide (Anaphe infracta); Nr. 3 Bombyx mori entbastet; Nr. 4 

Bombyx mori Rohfaser; Nr.5 Antheraea yvamamay; Nr. 6 Shan-si-Seide (Attacus cynthia 7) 
Nr. 7. Antheraea mylitta; Nr. & Antheraea pernyi. 


Die Ermittlung der Faserperiode (Tabellen LIT bis Vo ound VII) 
fiihrt zu Werten, die fiir die verschiedenen Seiden innerhalb der Fehler- 
grenze untereinander und mit den von den friiheren Autoren bestimmten 
Werten tibereinstimmen. Nach unserer Auffassung ist es bei dem 
gegenwartigen Stande der Untersuchung noch nicht méglich, etwas 
Sicheres iiber die Bedeutung dieser Chereinstimmung zu folgern. Es 
laBt sich z. B. aus den meridialen Interferenzen M, und M, bei Nester- 
seide, die ihrem ganzen Habitus nach kaum zum eigentlichen Seiden- 
diagramm 3 gehoren diirften, eine Faserperiode von gleicher Grobe 
errechnen, so daB die in Frage stehende Chereinstimmung der Faser- 
periode bei den verschiedenen Seidenarten durchaus durch Zufallig- 
keiten! bedingt sein kénnte 

Die Beziehung zwischen Réntgenbild und chemischer Zusammen- 
setzung der Seidenfasern kann in verschiedener Weise gedeutet werden. 


! In diesem Zusammenhang sei mitgeteilt, daB wir von einer technisch 
entbasteten Bombyx mori-Seide Rontgenbilder erhielten, die starke Ver- 
breiterungen einzelner Interferenzen lings ihrer Debye-Ncherrer-Wreise 
zeigen. Dabei fallt aut, daB die verbreiterten Interferenzen ungewohnlich 
scharft sind. Weiterhin erkennt man (begiinstigt durch die Scharte det 
verbreiterten Interferenzen) eine Aufteilung einzelner der verbreiterten 
Interferenzen. Das gilt in erster Linie fiir die sonst sehr unscharfe Inter- 
ferenz A, und A,. Auch diese Beobachtung mahnt zur Vorsicht bei der 


Auswertung des Seidendiagrammes. 
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1. Faseraufbau durch cine Kristallitart. Nach Brill liegt ein und 
dieselbe Elementarzelle bei allen Seidenarten vor: die chemischen 
Unterschiede werden durch die Anwesenheit eines im Roéntgenbild 
nicht zum Ausdruck kommenden amorphen Anteiles gedeutet. 

2. Faseraufbau durch eine Kristallitart, die aber fiir dic verschiedenen 
Seidenarten verschieden ist. Nach Kratky und Kuriyama sind zwei 
Gittertypen mit verschiedener Elementarzelle zu unterscheiden, von 
denen ein und dieselbe Seidenart nur eine enthalt. Bei dieser Auffassung 
kann man die chemische Verschiedenheit der beiden Typen dadurch 
erkliren, daB z. B. in den Wildseiden eine glykokollirmere Elementar- 
zelle vorliegt als im Kristallit von Bombyx mori. 

3. Faseraufbau aus mehreren Kristallitarten. Die Méglichkeit, 
daB die Unterschiede in den Réntgenbildern durch die Anwesenheit 
von zwei verschiedenen Kristallitarten bei ein und derselben Seidenart 
zustandekommt, wird von Kratky und Kuriyama wohl in Betracht 
gezogen, aber bei der Diskussion nicht beriicksichtigt, weil sich nach 
ihrer Auffassung die Unterschiede durch die Annahme 2. befriedigend 
deuten lassen. Gegeniiber dem neuen Versuchsmaterial scheint uns 
aber diese Méglichkeit doch an Wahrscheinlichkeit zu gewinnen, und 
zwar besonders der Fall, daB eine der beiden Kristallitarten in allen 
Seidenarten identisch ist, waihrend die zweite bei den verschiedenen 
Seidenarten verschieden ware. Daneben kénnten noch amorphe Anteile 
vorhanden sein. 

Unter diesen Umstanden bieten sich fiir eine Zuordnung der ver- 
schiedenen Aminosiuren zu den beiden Kristallitarten und dem amorphen 
Anteil so zahlreiche Méglichkeiten, da das vorliegende Versuchs- 
material noch nicht fiir eine eindeutige Verteilung der Aminosauren 
auf die verschiedenen Faseranteile ausreicht. Es mu daher vorlaufig 
davon abgeraten werden, die Réntgenbilder konstitutionschemisch zu 
interpretieren |. 

Versucht man trotzdem, in der bekannten Weise aut Grund der von 
EB. Fischer and BE, Abderhalden bei der partiellen Seidenhydrolyse erhaltenen 
Polypeptide (d-Alanylglycin, Glyeyl-l-tyrosin, d-Alanylglycyl-l-tyrosin 
und Diglyeyl-l-Alanyl-l-Tyrosin) unter Beriicksichtigung der bei der 
Totalhydrolyse beobachteten molekularen Verhailtnisse (fiir Bombyx mori- 
Typus" Tyrosin : Alanin: Glykokoll 1:4.5:9; fiir Tussahseident ypus 

1:4,5:4.5%) fir den Bau der Kristallite eine hauptvalenzmaBige 
Anordnung zu konstruieren, so kommt auf Grund der bisherigen aus dem 
Réntgenbild hervorgehenden Gitterdimensionen aus raumlichen Criinden 
1-Tyrosin als wesentlicher Gitterbaustein nicht in Betracht. Wiirde man 


1 W. 7. Astbury, Trans. Faraday Soc. 29, 193, 1933; D.J. Lloyd u. 
H. Phillips, Trans. Faraday Soc. 29, 1933. 
2 Hierfiir wurden die Zahlen fiir New-Chwang-Seide benutzt (vel. 


Tabelle I). 
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dem Tyrosin die Rolle eines Kettenendgliedes zuschreiben, das dann den 
Gitterbau nicht merklich beeinflussen durfte, so kame man zu Kettenlangen, 
die (etwa 15 Glheder bei Bombyx mori, etwa 10 Glieder bei Tussah) 
kryoskopisch meBbaren Molekulargewichten entsprachen. 

Eine ausschlieBlich aus Alanin und Glykokoll aufgebaute Polypeptid 
kette lieBe gleiche Aquatorinterferenzen bei Tussahseide und Bombyx mori 
erwarten, denn die Dimensionen der Ketten, die den Tussahseidenkristallit 
aufbauen, unterscheiden sich nur durch eine Vermehrung von CH,-CGruppen 
am Kohlenstoffatom 1 des Aminosdurerestes, wodurch zwar eine dichtere 
Massenbesetzung der entsprechenden Netzebenen zustande kiime, abet 
doch wohl keine nennenswerte Veranderung der Critterdimensionen. 
Schreibt man einen derartigen Citterbau der einen in allen Seidenarten 
vorkommenden Kristallart zu und deutet sie nicht tibereinstimmenden 
Interferenzen als Ausdruck einer bei jeder Seidenart verschiedenen Kristall- 
art, so lassen sich Unterschiede in der Zusammensetzung und im Rontgen 
bild in jedem Falle zwanglos erkliren. Bei Spinnenseide kénnte im Sinne 
dieser Interpretation z. B. der hohe Glutaminsauregehalt am Autbau dieser 
zweiten Kristallitart beteiligt sein. 


Il. Chemische Einwirkung und Gitteriinderung. 


Bei Versuchen, den Reaktionsmechanismus bei der Umsetzung 
biologischer Objekte wie Seide, Wolle, Haut usw. mit Sauren, Basen 
und Salzen scharfer zu erfassen, spielt bekanntlich die Vorstellung eine 
wichtige Rolle, daB diese Fasern mit diesen Reagenzien im Sinne eines 


1 wobei den Rechnungen die Voraus- 


Donnan-Gleichgewichtes reagieren 
setzung zugrundegelegt wird, daB sich die Stoffe quasi homogen 


umsetzen. 


Da sich diese Voraussetzung bei Cellulosepraparaten nicht bestatigt 
hat? und im besonderen der Nachweis gefiihrt werden konnte, dali die 
Umsetzung zwischen Cellulosefasern und Natronlauge nicht durch ein 
Donnan-Gleichgewicht beschrieben werden kann, wurde die Frage, 
ob diese Voraussetzung bei eiweiBartigen Fasern gegeben ist, zunichst 
an Seidenfibroin geprift?. 


Wiirde die Umsetzung tatsachlich im Sinne quasi homogener 
teaktionsweise erfolgen, so ware zu erwarten, daB die Seidenmicelle 
bald so starke Gitterst6rungen zeigt, daB im Réntgenbild unscharfe 
Interferenzen auftreten, die gegebenenfalls bei gemigend weitgehendem 


' Man vgl. J. Baneroft, J. phys. Chem. IS, 118, 1914; 1% 50. 1915; 
H.R. Procter u. 1. A. Wilson, Amer. Soc. 105, 333. 1914: J. Loeb, Protein 
and colloidal beheaviour 109, 307, 1916; EB. Eléd ou. BE. Silva, Zeitschr. t. 
physik Chem. (A) 137, 142, 1928. 

> K. Hess, C. Trogqus u. O. Schwarzkopf, ebenda (A) 162, L87, 1932. 

3 Man vgl. dazu die Angabe bei Weyer u. Mark, Der Autbau der hoeh 
polymeren organischen Naturstoffe S. 224, 1930. ..Sauren und Farbstoffe 


dringen zwar in die Seide ein, lassen aber das Crittergetiige unverandert”’. 











saciegebtins sae 


* 


TR RS, 


390 (. Trogus u. K. Hess: 


Umsatz in die Interferenzen eines neuen Gitters iibergehen.  Statt 
dessen beobachtet man bei den unter der Reaktionsfliissigkeit nach 
lingerem Lagern aufgenommenen Seidenfibroinfaser in verdiinnteren 
und konzentrierteren Séuren und Basen keine Verainderung des Réntgen- 
diagramms (Tabelle X). Erst bei verhaltnismaBig hohen Saiurekonzentra - 
tionen (z. B. fiir HNO, und H,SO, bei etwa 25 Gewichtsprozent) tritt 
im Diagramm eine gegeniiber dem Ausgangsmaterial geringe Verun- 
scharfung der Hauptinterferenzen ein. AuBerdem fallt auf, daB bei 
diesen Konzentrationen die aquatoriale Interferenz A,*, die im Dia- 
gramm des Ausgangsmaterials als sehr undeutliche, nach dem Durch- 
stoBpunkt zu gelegene Verbreiterung von A,* erscheint, an Intensitat 
verliert, so daB die Interferenz A, scharfer erscheint. Diese Anderung 
ist besonders deutlich bei der Einwirkung von Salpetersdiure und bei 
der Einwirkung verdiinnter Kupferamminlésung. Da die Haupt- 
interferenzen auch bei den héheren Konzentrationen sich nicht erkenn- 
bar verdndern, liegt die Annahme nahe, da die bei den héheren 
feagenskonzentrationen sich andernde’ Interferenz einer zweiten 
kristallinen Substanz im Seidenfibroin angehért. 

Uber ahnliche Erscheinungen berichten Aratky und Kuriyama 
(l.c. 8.375). Sie beobachteten, daB Seide, welche lingere Zeit in 
konzentrierter Essigsiure gelagert hatte, ein Réntgenbild zeigt, in dem 
die Interferenzen A,, A, und A, stark geschwacht sind, wahrend andere 
Interferenzen unverandert bleiben. Wahrend die Autoren im Rahmen 
ihrer Betrachtungsweise eine Deutung dieser Erscheinung nicht geben 
kénnen, wiirde Annahme 3. die Erscheinung ohne weiteres verstandlich 
machen. 

Bei lingerdauernder Einwirkung der konzentrierteren Reagenzien 
zerfallen die Fibroinfasern zu Bruchstiicken, die noch die Interferenzen 
des Ausgangsmaterials (mit Ausnahme der in Frage stehenden  ver- 
anderlichen Interferenzen) zeigen (Pulveraufnahme). Diese Beob- 
achtung stellt eine weitgehende Analogie zu den bekannten Erscheinungen 
bei Cellulosefasern dar, deren Saureeinwirkungsprodukte  (,,Hydro- 
und Oxveellulose’) auch bei weitgehendem mechanischen Zerfall das 
unveranderte Diagramm des Ausgangsmaterials erkennen lassen. 


Die vorangehenden Befunde fiihren zu der Folgerung, daB die im 
Réntgenbild zum Ausdruck kommenden kristallisierten Anteile der 
Seidenfibroinfaser mit Séuren und Alkalien nicht quasi homogen durch- 
reagieren. Der chemische Umsatz zwischen Faser und Reagens_ be- 
schrinkt sich fiir einen groBen Konzentrationsbereich auf Faser- 
bestandteile, die im Réntgenbild nicht zum Ausdruck kommen, d. h. die 


* Nach der Bezeichnungsweise von Kratky und Kuriyama, 
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feaktion diirfte sich, soweit sie den kristallisierten Anteil betrifft, 
nur an der Kristallitoberflaiche abspielen. 

Ein besonderes Interesse besitzt die Reaktion des Seidenfibroins 
mit Salpetersiure, weil sie zu einer intensiven Gelbfarbung der Seiden- 
faser fiihrt, die fiir tyrosinhaltige' Eiweif’stoffe charakteristisch ist. 
Da im vorliegenden Falle diese Gelbfarbung nur von einer partiellen 
Anderung des Diagramms begleitet ist, diirfte das Tyrosin dem Kristallit- 
anteil angehéren, dessen Interferenzen sich bei der Salpetersidure- 
einwirkung andern bzw. verschwinden. 


K.H. Meyer und H. Mark berichten in ihrem Buche? iiber die 
interessante Beobachtung, daB konzentrierte Ameisensaure den Seiden- 
faden stark quillt und daB derartige gequollene Fasern nur noch einen 
.amorphen” Ring erkennen lassen. Ameisensaiuren  verschiedener 
Konzentration zeigen das in Tabelle IX wiedergegebene Verhalten. 
Bis 75 Gewichtsprozent Ameisensaure lassen die Fasern keine merkliche 
Quellung erkennen, das Réntgendiagramm entspricht dem bei Be- 
handlung mit den konzentrierteren Mineralsiuren beobachteten. Bei 
85 Gewichtsprozent beginnt die Faserverbreiterung, die von einem 
Plastischwerden der Fasern begleitet ist. Von 85 Gewichtsprozent 
ab verschwinden mit steigender Séurekonzentration die Interferenzen 
unter gleichzeitiger Ver breiterung immer mehr und sind bei 98 Gewichts- 
prozent véllig verschwunden. Man gewinnt den Eindruck, daB in 
diesem Konzentrationsbereich die Kristallite von der Oberflaiche her 
mit steigender Konzentration in steigendem Mabe innerhalb der Faser 
gelést werden. Dem entspricht die Beobachtung im Dunkelfeld, wobei 
in diesem Konzentrationsbereich Brownsche Bewegung innerhalb der 
Fasern erkennbar ist?. 


Il. Gerichtete Einlagerung von Harnstoff in Seidenfibroin. 


Beim Eintauchen von Seidenfibroinfasern in 50° ige wasserige 
Harnstofflésung4 zeigt die Faser auBerlich keine bemerkenswerte 
Anderung. Werden derartige Fasern im Aeesom-Réhrchen  einge- 
schmolzen, feucht aufgenommen, so zeigen sie neben den unveranderten 
Interferenzen des Seidenfibroins ein Faserdiagramm des Harnstoffs, 
dessen Faserachse mit der des Seidenfibroins zusammenfallt. Dabei 
entspricht die Faserachse des eingelagerten Harnstoffs (Faserperiode 


' OK. Inowye, H. SI, 80, 1912. 

2 K.H. Meyer u. H. Mark, Der Autbau der hochpolymeren organtschen 
Naturstoffe, S. 224, 1930. 

3K. Hess u. B. Rabinowitsch, Abhandlung im Druck. 

4Vgel. dazu J. Hopkins, Nature 126, 328, 1930. 
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gefunden 4,68 A) der c-Achse des Harnstoffkristalls, auf der von Mark 
und Weissenberg' ein Identitatsabstand von 4,77 A ermittelt) wurde 
(Abb. 7). Da auf der Einzelfaser unter dem Mikroskop keine Krastallehen 





Abb. 7 


Seidenfibroin (Bombyx mori) mit orientiert eingelagerten Harnstoff-Kristaller 


zu erkennen sind, diirfte fiir den Harnstoff nur gerichtete Einlagerung 
im Faserinnern in Betracht kommen. Eine derartige Einlagerung ist 
unseres Wissens in der Gruppe der natiitlichen Faserstoffe réntgeno- 
graphisch noch nicht nachgewiesen worden?. Die gerichtete Einlagerung 
von Harnstoff in Seidenfibroin lABt es als durchaus méglich erscheinen, 
daB auf ahnliche Weise auch in den natiirlichen Objekten  faserige 
Mischkérper entstehen. In diesem Sinne sind mdglicherweise die 
meridialen Interferenzen von Yamamayseide zu deuten. Auch bei 
der textilen Seidenveredelung (Seidenbeschwerung und Seidenfarbung) 
sind derartige Erscheinungen in Betracht zu ziehen. 


IV. Schlubbetrachtung. 


Aus der vorangehenden Untersuchung ergibt sich. da®B die Seide 
in ihrem Verhalten gegen Reagenzien eine weitgehende Analogie zu 


bel 


dem der Cellulosefaser zeigt. Die Erklarungen. die fiir die Erscheinungen 


1H. Mark u. K. Weissenberg, Zeitschr. tf. Physik. 16. 1, 1923: man 
vel. auch S. B. Hendricks, Amer. Soc. 560, 2455, 1028. 

* Man vgl. dazu S. Berkman, J. Bohm u. H. Zocher, Zeitschr. f. physik. 
Chem. (A) 124. 83. 1926: tiber die Méglichkeit einer gerichteten Einlagerung 
von NaOH bei faseriger Na Cell. I] val. A. Hess ua. C. Trogus. ebenda (B) 11, 
397, 1931. 
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an den Cellulosefasern gegeben wurden!, sind demnach auf die Seide 
iibertragbar. Auch fiir Seide beobachtet man eine gréBere Geschlossen- 
heit des Micells gegen eindringende Reagenzien, als es nach den ge- 
laufigen Vorstellungen zu erwarten ware. Die chemischen Vorginge 
von Seidenfibroin im Faserverband erstrecken sich nur auf die Faser- 
anteile, die zwischen den Kristalliten und an der Oberflaiche der Kristal- 
lite liegen. Im Gegensatz zur Cellulose kennen wir bei Seide indessen 
noch keine Vorgainge, die von der Micelloberfliche unter Erhaltung 
des Faserverbandes und des Kristallitbaues in das Micellinnere fort- 
schreiten. Demzufolge bediirfen alle Vorstellungen tiber Vorgiange an 
Seidenfasern, die eine permutoide Reaktionsweise der Kristallite zur 
Voraussetzung haben, einer Revision. 


1 Man vgl. dazu K. Hess u. C. Trogus, Zeitschr. f. physik. Chem. (B) 
15, 157, 1931; sowie K. Hess, C. Trogus u. O. Schwarzkop/. ebenda (A) 162, 
187, 1932. 
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Uber Verbindungen 
zwischen Proteinen, Polysacchariden und Nucleinsiuren. 
XVII. Teil der Untersuchungen iiber die Bindung der Biokolloide, 


Von 
St. J. von Przylecki und M. D. Grynhberg. 


(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 


Kingegangen am 26. Februar 1933. 
geqang 


In den Mitteilungen VII', XV? und XVI* dieser Untersuchungsserie 
wurden Versuche iiber die Bindung zwischen verschiedenen Eiweib- 
kérpern (E.) und Nuclein (N.) und dessen Abbauprodukten besprochen. 
In den zwei letzten Mitteilungen wurde schon auf die Mdéglichkeit 
einer Entstehung von Dreikomponentenverbindungen zwischen neu- 
tralem EiweiB (n. E.), basischem Eiweif (b. E.) und Nucleinsaure 
(N.S.), welche als Nucleoproteide seit langem benannt waren, hin- 
gewiesen. 

In dieser Arbeit wollen wir diejenigen Versuche, die zur Erhaltung 
einer Bindung zwischen Nucleinsiure, Eiweif (n. oder b.) und Poly- 
sacchariden (Po.) ausgefiihrt wurden, besprechen. 


Es wurden Systeme: 1. N.S. + Po., 2. N.S. +n. E. + Po., 
3. N.S. + b. E. +n. E. + Po. bei verschiedenen py untersucht. 


Die erhaltenen Resultate bewiesen die Existenz von Vierkomponenten- 
systemen auch bei px 7,3. 
Ergebnisse. 
1. Polysaccharide- -Nucleinsdure, 

Alle Versuche, eine Verbindung zwischen diesen zwei Korper- 
klassen zu erhalten, gaben ein negatives Resultat. Das Vermischen von 
suspendiertem Amylopektin nach der Methode von v. Przylecki und 
Dobrowolska* bei py 3, 4, 5, 6, 7 und 8 zeigte, dab der N-Gehalt 


' St. J.v. Przyleckt u. M.D. Grynberg, diese Zeitschr. 251, 1932. 
2 Dieselben, ebenda 258, 1933. 

3 St. J. v. Przylecki, ebenda 258, 1933. 

4st. J.v. Przylecki u. Z. Dobrowolska, diese Zeitschr. 245, 1932. 


Of, * 


) 
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sowohl der klaren oberen Lésung als auch der Amylopektinsuspension 
fast derselbe war. In vielen Fiillen enthielt die Suspension um | bis 2°, N 
weniger als die klare Lésung. Auch die Ultrafiltrationsversuche mit 
geléster Starke oder geléstem Glykogen gaben denselben negativen 
Effekt. Cberall wurde die Nucleinsiure durch die N.-Methode (nach 
Parnas- Wagner) bestimmt. 


2. Dreikomponentensysteme. 


a) Amylopektinsuspension, Ovalbuminlésung—Hefenuclein- 
saure. 

Die Versuche, bei denen zu der Amylopektinsuspension gleiche 
Volumina 0,2°,, Ovalbumin und Nucleinséiurelésung zugesetzt wurden, 
zeigten, daB bei K.-Anwesenheit bei allen untersuchten py (3,6 bis 7,4) 
eine ziemlich groBe Bindung zwischen diesen drei Komponenten erfolgt. 

Die mit dem Amylopektin, das die untere Schicht bildet, gebundene 
N.S. ist bis zum 1. P. des Ovalbumins ziemlich gleich gros und entspricht 
60 bis 65°, der anwesenden N. 8. (In diesen Versuchen wurde die gebundene 
N.S. durch den Vergleich zwischen seiner Konzentration in einer Kontrolle 
— E.N.S. und in der oberen klaren Schicht im Dreikomponentensystem 
bestimmt. Die Bestimmung erfolgte durch P-Analyse nach Neumann 
oder vorsichtiges Veraschen mit H, 8S Q,). 


Tabelle IL. 


20cem 4°% ig. Amylopektinsuspension + 20 cem 0,2 °9ig. Ovalbumin- 
lésung + 20 cem 0,2 %ig. Hefenucleinsaure. 

Nach vielmaligem Schiitteln wurden die Systeme in hohen Probier- 
réhrchen auf 24 oder 48 Stunden stehengelassen. In dieser Zeit wurden die 
R6éhrchen mehrmals geschiittelt. Aus der oberen, klaren Lésung wurden 
Portionen von 10 bis 20 cem zur Analyse genommen. 

Gleichzeitig wurden Kontrollen, wo 20cem H,O + 20cem 0,2 ° jig. 
Ov. + 20 cem 0,2 %jig. N.-S. gemischt wurden, analysiert. 





Gebundener P in °/, der Ausgangslisung 





Grenzwerte Mittelwert 
3,6 51—67 b 60 
43 63—67 65 
5,4 24—382 80 
6.8 22—27 25 
7,4 12—15 14 


Vom I. P. an fallt die gebundene N. S. schnell ab, so daB bei py 6.8 
25°, und bei px 7,4 nur 14%, davon gebunden werden (Tabelle I). 


b) Amylopektinsuspension und Nuclein (Dr. Griibler). 


Ahnliche Untersuchungen wurden mit den Systemen, wo anstatt 
n. E. basisches E. zur Bindung angewandt wurde, ausgefiihrt. In diesem 
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Fall wurde die Bindung von EiweiB (durch N-Best. nach Parnas- 
Wagner) und von N.S. (durch P.-Bestimmung) analysiert. 

Die in der Tabelle Il angegebenen Zahlen zeigen deutlich, daB 
zwischen den drei Komponenten eine starke Bindung, die aber einen 
ganz anderen pu-Kurvenverlauf aufweist, erfolgt. Die maximale Bindung 
erfolgt nicht bei px 3,6 bis 4,3, sondern bei viel héheren py, und zwar 
bei pu 6,8. Wahrend bei px 4,4 nur 26,7°, N und 24,2°,, P gebunden 
sind, werden bei px 6,8 40,0°, N und 37,8°,, P gebunden. Von diesem 
pu an fallt die Bindung schnell ab, so daB bei py 7,5 nur 20 bis 21°, 
der Komponenten gebunden werden. 


Tabelle II. 
Lhte Austtshrung war dieselbe wie im Versuch |, nur anstatt Ov. und 
N.S. wurden 40 cem einer 0,1 °,ig. Nucleinlésung zugesetzt. 





Gebundene Substanzmengen in 
der Ausgangslisung 


Pu 

N. I 
4.4 26,7 24,2 
5.2 36.6 35.9 
68 40.0 37.8 
7.5 20.0 21.0 


Die Differenz in dem px-Kurvenverlauf zeigt, da die E.-Kom- 
ponente auf die Bindung einen groBen EinfluB ausiibt. 


¢) Ovalbumingel + Hefenucleinsaure + Starkelésung. 


In diesem Fall wurde die gew6hnlich durch uns gebrauchte Ad- 
sorptionsmethodik, bei welcher die geléste Starke und Nucleinsaiur 
auf dem EiweiBgel gebunden werden, angewandt!. Die Versuche 
waren mit Systemen, deren px durch HCl-Zusatz (py 3) oder durch 
Essigsiure auf px 3.96 gebracht wurde, ausgefiihrt. 

In den Systemen, wo bei pu 3 04g E., 0.08 oder 0,16 g Starke 
und 0.04 g N.S. anwesend waren, war die ganze N.S. mit dem E., 
unabhangig von Po.-Anwesenheit, gebunden. Auch die Po.-Menge ist 
gleich und unabhangig davon, ob gleichzeitig die N.S. an- oder ab- 
wesend ist (Tabelle LIT). 

Die Versuche, die mit denselben Systemen, aber bei py 3,96 aus- 
gefiihrt wurden, zeigten, daB bei diesem px fast die ganze N.S8., un- 
beeinfluBt von der Po.-Anwesenheit, in Bindung tritt. Im Gegenteil 
werden ohne N.S. gréBere Po.-Mengen als bei N. S.-Anwesenheit 
gebunden. Die Differenzen sind groB. Anstatt 55 oder 42°,, werden 


nur 11,5 oder 14°, gebunden. 


1 St. J. von Przylecki u. M.Z. Grynberg, diese Zeitschr. 248, 1932. 
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Tabelle LIL. 


20cem 1,5°% ig. Ovalbumingel — 10 cem 0.8 oder 1,6° ig. Starke- 
losung lQcem 0,4 °,ig. Nucleinsaure. 


Die Systeme wurden 3 Stunden bei py 3 geschiittelt, abfiltriert und die 


in Lésung gebliebene Starke nach Pfliger, die Nucleinsiure mittels N- und 
P-Bestimmung analysiert. 





Gebundene Gebundene 

Nr Svsteme Nucleinsiure Starke 
1 0,1°,, Nucleinsaure + 04°, Starke. 2... 109 50,5 
2 0.1, e + 0.2% - rors 100 55,0 
3 01% % MNES: hs hh 4 Sees 100 

4 MeO +O464% Starke . 2... ee ees “ 52 

5 H,O + 0,2% m eae ee 58 

Wie oben bei py 3,96 

1 0,1°,, Nueleinsaure + 0,4° Starke... . 100 14 

2 0,1 %, = + 0.2% i“ ar ee 97 11,5 
3 0,1% 2 ak 100 

4 H,0 te A to gc Wk eo wee — 42 

5 H,O+0,2% , pacer eee aie he 55 

d) Globulingel + Nucleinsaure + Starke bei py 7,3. 


Zum Serumglobulin (0,5 g), das in einer 0,02 mol. Mg(Cl,-Lésung 
suspensiert wurde, wurden Starke und N.S. in denselben Mengen, die beim 
Ovalbumin angewandt wurden, zugegeben und 3 Stunden geschiittelt. 

Im System Globulin--N.S. wurden 33,5°, N.S. gebunden. 
Die Bindung ist durch Po.-Zusatz unbeeinfluBbar. Im_ Gegenteil 
werden in der Kontrolle ohne N.S. etwa 70°, gebunden, wahrend 
in N. 8.-Anwesenheit nur 25 bis 35°, gebunden werden (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 


0,5 g Serumglobulinsuspension, die durch Erhitzen denaturiert war, 
wurde zu 20 cem 0,02 mol. MgCl,-Lésung zugesetzt, dann mit 10 cem N.S. 
und 10cem Starke gemischt, 3 Stunden geschiittelt, die L6sung abfiltriert 





und analysiert. pH 7.3. 
Gebundene Gebundene 
Nr. Systeme Nucleinsaure Stirke 
0 0 
0.2% Nucleinsaure + 9,4% Starke. . . . 32,5 29 
2 02% e Met 4 ©24 34,0 32,9 
8 |} 0,2% is + H,O $ igs: 33.5 — 
4 Meo O42%, BAKO 2 6 ee — 67 
5 H,O+0.2°,  , Tar ho eee ee _— 72 
e) Ovalbuminsol + Starke + Nucleinsaure. 


Besondere Versuche wurden mit Systemen, bei denen alle Komponenten 
bei py 6 sich in Lésung befanden, ausgefiihrt. Zu denselben wurde eine 
1°.ig. Essigséurelésung zugesetzt und ein sogenanntes Nuclein ausgefallt. 
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In allen untersuchten Fallen war in der Ausfallung., welche mehrere Male 
mit L°oig. E. S. ausgewaschen wurde, Starke nachgewiesen. Sowohl nae 
dem Losen in Lauge und nachherigem vorsichtigen Ansaiuern aut py 5 
als auch nach der Piligerschen Methode, konnte die Starke mit Jod nach- 
gewiesen werden. Nach der Bertrandschen Methode wurde der Zucker 
betrag auf LO bis 20°, des Niederschlagsgewichtes berechnet. Der Prozent 
gehalt ist stark von der Konzentration der Komponenten, besonders det 
N.S... abhangig. 


3. Ve rkompone ntens ysteme, 
Globulin Nuclein Glykoygen. 
Zu Globulinsuspension (0,5 g) bei py 7.3 in 0,3 mol. NaCl + 0,02 mol. 
MgCl,-Lésung wurden Nuclein und Glykogen zugesetzt. Das Poly- 
saccharid wurde nach Pfliger, der Nucleinsiureanteil durch P-Analyse 


bestimmt. 
Ta bel le VY. 


Wie System 4. Nur wurde anstatt N.S. Nuclein zugesetzt. py 7,3. 





: Gebundener P. | Gebundener N Glykogen 
Nr Systeme 
l 0,2° Nuclein + 0.4% Starke. . 30.2 31,1 15,3 
2 | 02% i + 0,2°, «2 32.1 31.9 14.2 
3 03% i a H, 0 ya suse 31,8 31.6 
4 H,O+04% Starke... .. . _ 30,6 
5 H,O+02% 32.2 


Wir stellten fest, daB etwa 31°,, des Nueleins (N.- und P.-Be- 
stimmung) gebunden wurden. Die Glykogenmenge, die in Bindung 
trat, war im Vergleich zur Kontrolle (Globulin - Glykogen) vermindert 

30 gegen 17 bis 18°, (Tabelle V). 


Besprechungen. 

1. Die Versuchsresultate dieser Arbeit zeigen klar, daB zwischen 
N.S. und Po. keine nachweisharen Affinitdten bet groper pyu-Skala 
existieren. Diese interessante Beobachtung beweist, dab, obwohl die 
N.S. ein stark polarer Koérper ist, dieselbe nur als Anion — fungieren 
kann. Da die Aminogruppe der Purine und des Pyrimidins bei py <5 
dissoziiert ist, kann nur eine Annahme den ausschlieBlichen Anionen- 
charakter erkliren, und zwar diejenige, daB der amphotere Korper, 
der einen starken CberschuB von dissoziierten PO H -Gruppen ent- 
halt!, die NHs-Gruppen durch die Po.-Gruppen entladen hat. Ob 
dies durch die Gruppen derselben N. S8.-Molekel oder der benachbarter 
statthat, bleibt offen. 


' BE. Hammarsten, diese Zeitschr. 144, 1924; P. A. Levene ue HOS. 


Simons, J. of biol. Chem. 65, 1925. 








' 
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Jedenfalls ist die Affinitat zwischen den NH,- und den POH- 
Gruppen der N.S. viel gréBer als diejenige zwischen den NH, der 
N.S.- und den P-Ester-Gruppen der Starke. 

Diese Beobachtung macht eine Doppelsalzform von Verbindungen 
zwischen E. und N.S., die wir als méglich angenommen haben (XV. Teil'), 
wenig wahrscheinlich, 

Diese Tatsachen machen auch die Existenz einer Bindung zwischen 
den Polysacchariden wie Glykogen und Nucleinsdure im Tierorganismus 
unwakrscheinlich. 

2. Wenn neben den als Anionen negativ geladenen Biokolloiden N.S. 
und Po. ein vielwertiges Kation (E.) anwesend ist, dann erfolgt eine Ver- 
kettung, die zu Substanzen fiihrt, die drei oder vier Komponente enthalten 


(Vernahungseffekt von Meyer?). Die Verbindung entsteht bei 
bestimmten E.-, Po.- und N. S.-Konzentrationen. Sesonders ist sie 


vom Verhaltnis N.S8.'Po. abhangig. Nur bei kleinen N.S.-Konzen- 
trationen kinnen solche Verbindungen existieren. Die Bindung ist auch 
vom px und von der EiweiBnatur abhangig. 

3. Unterhalb des I. P. des E. konkurrieren zwei Anionen um die 
NH,-Gruppen des E. Da die Affinitat E. — N.S.+ E.N.S. viel 
groBer als diejenige zwischen E. —- Po. ist, werden die Po. vom E. durch 
N.S. verdrangt. Dies ist sch6n in den Versuchen mit Starke -- Ov.-Gel 
und Hefe-N. S. bei px 3,96 nachgewiesen worden, wo durch Starkezusatz 
keine Entbindung von E.--N. 8.» E. + N.S. erfolgt, wo aber durch 
N. S.-Zusatz durch die Reaktion E. (Po.), + N.S. ~ E. (Po.),_.N.S., 
ein Teil der Starke frei wird. 

Je weiter vom I. P., desto mehr NH,-Gruppen konnen in Bin- 
dung treten und desto gréBere Komplexe kénnen zwischen E. N.S. Po. 
entstehen. 

4, Bei pu, die unterhalb des I. P. liegen, kénnen wir die folgende 
Anlagerung der drei Komponenten annehmen: 

Die NH,-Gruppen der Proteine treten mit den PO-Gruppen der N. 3. 
und der Po. in Bindung. Da die Versuche in der VII. und XVI. Mit- 
terlung eine Bindung zwischen vielen (bis 30) Teilchen der N. S.. aber nur 
wenigen Micellen der Po. (IV. und VI. Mitteilung) mit einer Proteinmicelle 
nachweisen, so entstehen wahrscheinlich Verbindungen vom Typu 


E.(N.S.)z (Po.)y, wo x y ist. 


In unseren jetzigen Versuchen haben wir bei px 3.9 und sehr 
geringer N. S.-Konzentration eine Verbindung E. (N.S.), Po. vor uns 
Bei gréBeren N.S.-Konzentrationen wie bei den Ausfallungen mit 
Essigsaure kénnen Verbindungen von E. (N. 8.),, Po. entstehen. 


1 st. Jv. Przylecki u. M.D. Grinberg, diese Zeitschr. 258, 1933. 
> Kurt H. Meyer, ebenda 230, 1927. 
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Ob gréBere Verbindungen als E.,Po. N. 8.. wo Po. gréBer als 2 bis 3 ist, 
entstehen kénnen, bleibt offen. 

Dafir, daB die beiden Kolloide mit demselben E.-Teilchen gebunden 
sind, sprechen besonders die Versuche mit Amylopektinsuspension 
Mit dem Amylopektin, welches die untere Schicht der Lésung bildet. 
binden sich die Zweikomponentenkomplexe E.——N.S. 

Da nur das E., nicht aber die N.S. in Bindung treten kann. wird 
nur diejenige N.S., die auf dem E. (das mit dem Ap. in Bindung tritt) 
haftet, in der unteren Schicht festgehalten. 

Somit haben wir Systeme N.S. E.-Po., wo neutrale E. wie 
Albumine, Globuline usw. oder basische, wie Histone, Protamine an- 
wesend sind. 

5. Auch Dreikomponentensysteme, wo N.S. -E.--Po., wo phos- 
phorfreie Po. in Bindung treten, wurden beobachtet 

Die Bindungsart zwischen E. und diesen Po. ist unbekannt. 

6. Sehr interessant ist die py-Bindungskurve der drei Komponenten 
und ihre Abhangigkeit von der E.-Komponente. Wenn die E.-Kom- 
ponente neutrales E. ist, dann haben wir einen steilen Abfall der Bindung 
zwischen E.- N.S. zwischen py 3 und 5 und ein Minimum der E.-— Po 
bei pu 5. Im Fall von basischem EiweiB ist die Bindung E.-N. 8. 
weit oberhalb von 7 nachgewiesen. Ein Minimum zwischen Po.—-E. 
bei pu 5 konnte nicht nachgewiesen werden. 

7. Vom theoretischen Standpunkt ist noch ein grober Unterschied 
zwischen der Bindung N.S.—n.E.--Po. und N.S. b. E.-Po. bei 
pu 7.3 nachzuweisen. Die Bindung mit b. BE. hat, da sie unterhalb des 
I. P. des E. erfolgt, heteropolaren Charakter. Die NH,-Gruppen_ treten 
in Bindung mit den starken Anionen der Po. und besonders den N.S. 

Im Falle von n. E. ist die Natur der bindenden Krdfte noch nicht ant 
geklart, alle drei Komponenten in Gesamtheit betrachtet: sind Anionen. Wi 
verweisen auf die Diskussion, die in dem XV. Teil! gegeben wurde. 

Jedenfalls konstatieren wir, daB auch bei py 7.3 eine Bindung 
zwischen n. E., N.S. und Po. existiert, die zur Bildung von Dreikom- 
ponentensystemen fiihrt. Die Versuche mit Globulinsuspension N.S. Po 
zeigten, daB auch hier die N.S. stark die Po. verdringt. 

8. Diese Versuche zeigen, dap bei biologischen py und entsprechenden 
Bedingungen (Salzanwesenheit) Systeme N.S. EB. Po. — entstehen 
kinnen, wo im Falle von n. E. unbekannte Krdfte, im Fall von b. EB. nur 
heteropolare Kridjfte die Komponenten salzartig binden. In biologischen 
Systemen, in denen Glykogen, Histone oder Protamine und N.S 
gleichzeitig anwesend sind, sind Verbindungen zwischen diesen drei 
Komponenten, bei denen auf 1] E. viele N.S. entfallen, méglich. Da 


1 St. J. v. Przylecki und M. D. Grynberg, diese Zeitschr. 258, 1933. 








402 st. J. von Przytecki u. M. D. Grynberg: Bindung d. Biokolloide. XVII. 


wo neutrales E. die Hauptmasse der Proteine bildet, entstehen mehr 
Verbindungen N. S.-_E.—Po., neben groBen Mengen von freier N.S... 
E., Po. und von Verbindungen von zwei Komponenten N.S.—E. 
und E.—Po. Somit haben wir wahrscheinlich eine Mischung von Kom- 
ponenten, deren Verhaltnis auBer dem Salz stark von der Konzen- 
tration der Komponente und der E.-Natur abhangt. 

9. Auch Vierkomponentensysteme wurden nachgewiesen und zwar 
zwischen n. B.,b. B., N.S. und Po, Sie existieren bei allen untersuchten pu. 
In diesen Systemen wie in denjenigen: n. E., b. E., N.S. ist die Bindungs- 
art bei py 7,3 noch ziemlich unbekannt. Am wahrscheinlichsten ist 
die Annahme, daB die Bindung des b. E. mit dem n. E. durch hetero- 
polare Krafte durch COO- und NH,-Gruppen erfolgt. Dasselbe betrifft 
die Bindung zwischen NH,-Gruppen des b. E. und PO-Gruppen des 
Po. oder der N.S. Somit haben wir den Komplex von 


n. E. 
b. E— Po. 


N.S. 
Ob auch eine Bindung n. E.—N. 8.—b. E. entstehen kann, bleibt un- 
entschieden, wenn auch nicht ausgeschlossen. Wir haben in den Mit- 
teilungen IV und VI eine Bindung zwischen n. E. und Po. bei py 7,3 
nachgewiesen. Somit haben wir also einen Komplex, in dem die Ver- 
bindungen nach zwei Schematen méglich sind: 
N.S. 


Po.—H—N. 8.—G—Po. oder Po.—H—G—Po. 
wo H. Histon, G. Globulin bedeutet. 


Ob weitere Verzweigungen und gréfere Komplexe durch die méglichen 
Bindungen zwischen Po. N.S. oder b. und n. EF. nach dem folgenden 
Schema: G—Po.—G und H—Po.—G, oder b. E.—N. 8.—n. E. usw. 


H—Po—-H 

Po. pre 

n. k.—b. KE. ? 
N.S. N.S. 


moglich sind, bleibt nachzuweisen. 


10. Wir machen den Vorschlag, die Dreikomponentensysteme 
Polysaccharido-nucleine oder Polyosonucleme zu nennen, _ deren 
Klassifikation vom Eiweif (b., n.) Nucleinsiure (Ribose, Desose) und 
Polysaccharid (Glykogen, Dextrine, Amylopektin, Amylose usw.) 
abhingt. Die Vierkomponentenkérper kénnten entsprechend Poly- 
saccharido-nucleoproteide oder Polyoso-nucleoproteide genannt werden. 
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Kinige Bemerkungen zur nephelometrischen Cholesterin- 
bestimmung nach Miihlbock, Kaufmann und Wolff. 


Diese Zeitschr. 246, 229, 1982. 


Von 
Waldemar Kroner. 


(Mitteilung aus der chemischen Untersuchungsstation «ler medizinischen 
Universitatsklinik in Ziirich. ) 


(Binge qanqen are IG. Februar 1953.) 


Nachdem sich immer mehr die Erkenntnis durchsetzt, dal dic 
kolorimetrischen Methoden zur exakten Bestimmung des Cholesterins 
wegen ihrer groben Fehlerbreite ungeeignet sind, wurden in jiingster 
Zeit zwei Mikromethoden auf der Basis der Digitoninfallung des Chole- 
sterins ausgearbeitet. Die eine stammt von Wancke!, die andere von 
Miihlhock, Kaufmann und Wolff (l.c¢.).  Mancke beschreibt einen 
Analysengang, der in der Mikrowigung des Digitonidniederschlags 
endet und der recht genaue Werte liefert. Allein fiir Serienbestimmungen 
in einem medizinisch-chemischen Laboratorium fallt die Wagung un- 
angenehm ins Gewicht: Sie ist an und fiir sich zeitraubend, sodann 
ist es schwer, die Wagezeiten neben anderen dringenden Arbeiten 
exakt einzuhalten. Wir wandten uns daher der nephelometrischen Be- 
stimmung des Cholesterins nach Miihlbock, Kaufmann und Wolff zu, 
deren Angaben in allen Einzelheiten nachgepriift worden sind. Da diese 
den gravimetrischen Verfahren durchaus ebenbiirtige und bequeme 
Methode in kiirzester Frist weiteste Verbreitung finden diirfte, sollen 
im folgenden unsere Erfahrungen kurz mitgeteilt werden, unter be- 
sonderem Hinweis auf einige Schwierigkeiten, die uns anfinglich er- 
hebliche Mithen verursachten. 

Wahrend wir zunichst bei Testl6sungen sehr gute Werte bekamen, 
wollte es plétzlich auf keine Weise mehr gelingen, Triitbungen zu er- 
halten. Der EinfluB aller méglichen Faktoren (Temperatur, Wasser- 
gehalt des Methylalkohols) wurde untersucht, ohne daB die Ursache 


1 Diese Zeitschr. 281. LOB. 1930, 
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des Versagens der Analyse ermittelt werden konnte, bis wir unseren 
Methylalkoholvorrat einer fraktionierten  Destillation unterwarfen. 
Wir gewannen 1. eine geringe Menge Vorlauf, die von etwa 48 bis 65°, 
2. eine Hauptfraktion, die von 65 bis 65,8°, 3. einen Nachlauf, der von 
65.8 bis etwa 70° iberging. Mit den Fraktionen L und II erhielten wir 
die Triibungen ohne weiteres, mit ILL nicht. Bei einer neuen Charge 
Methylalkohol wurde die Erscheinung nochmals quantitativ verfolgt. 
}5cem der von den Autoren vorgeschriebenen Vergleichsl6sung mit 
0.5 mg Cholesterin wurde zur Trockne verdampft, der Riickstand mit 
3cem Aceton aufgenommen und, wie im Analysengang vorgeschrieben, 
weiter behandelt. 

Das Auflésen des Niederschlags erfolgte im unbehandelten Methyl- 
alkohol und in den einzelnen Fraktionen. Als Vergleichslésung diente 
dieselbe Lésung, die ohne diese Zwischenbehandlung direkt nach 
Vorschrift verarbeitet wurde. Bei Kinstellung der Vergleichslésung 


im Nephelometer auf 20 wurde abgelesen : 


I. Mit unbehandeltem Methyvlalkohol . 2... . 0. 20.1 
2. Mit dem Vorlauf etwa 46 bis 65° 2... 0.0.0.0. IMT 
3. Hauptfraktion 65 bis 65,8° ......... + 20,5 
6. Nochinus 65,8 pis G65". . 6s we we oe 6 vw ad 


Aus diesen Zahlen erhellt, daB die Triibung mit steigendem Siede- 
punkt der Fraktionen schwacher wird, selbst dann, wenn mit dem 
urspriinglichen Produkt richtige Werte erhalten werden. Beim Nach- 
lauf bekommt man unbrauchbare Werte. Wurde die Destillation bei 
65,8" unterbrochen und wurde der filtrierte Destillationsriickstand zur 
Lésung des Niederschlags verwendet, so flockte die Triitbung schon 
vor Ablauf der vorgeschriebenen 5 Minuten nach dem Wasserzusatz 
aus (siehe unten). Zur Vermeidung von solchen Schwierigkeiten heben 
wir uns einen Methvlalkoholvorrat auf, der einmal mit einigen Tropfen 
Schwefelsiure, sodann tiber Kalk destilliert ist, wobei namentlich die 
héher als 65,8 siedenden Anteile entfernt werden. Zum Schlu®B wird 
noch einmal iiber einen Aufsatz destilliert, wobei die von 65. bis 65,8" 
siedende Fraktion sorgfaltig herausgeschnitten wird. So erhalten wir 
vorziigliche Werte. Ob in den héher siedenden Fraktionen stérende 
Stoffe anwesend sind, oder ob ganz einfach die Léslichkeitsbedingungen 
verschoben werden, wurde nicht naher untersucht, ich méchte jedoch 
darauf hinweisen, daB Spuren Saure ganz auberordentlich stéren, wie 
wir das bei einer zufalligen Verunreinigung des Wassers mit Saure 
feststellen konnten: Die Triibungen traten nicht, oder erst nach 
10 Minuten ein. Von besonderem Interesse war fiir uns, ob die von 
Miihlbock, Kaufmann und Wolff angegebene Verseifungszeit  aus- 
reichend sei, da Mancke ja ein mehrstiindiges Kochen am Riickflub- 
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kiihler vorschreibt. Wir verseiften bei zwei Serumproben a) nach 
Vorschrift, b) unter wiederholtem Zufiigen von Alkohol dreimal langer 
und fanden: 
l. a) 131) mg-°, Cresamtcholesterin 
bh) 128 
» 


2. a) 134 
b) 135 


Die Verseifung ist also tatsachlich in der angegebenen Zeit beendet. 

Das Wiederauffinden von Cholesterin, das der Fallungsfliissigkeit 
zugesetzt wurde, gelang ohne Schwierigkeiten. Auf 100 cem Serum 
wurde der Fallungsfliissigkeit 38 mg Cholesterin zugesetzt. Wir fanden 
im Durchschnitt mehrerer Werte: 





Serum natiy Serum mit Zusatz Wiedergefunden Theor. Gesamtwert 


mg-", freies Cholesterin. 

62.1 99.5 37.4 98.4°. der Theorie 109.1 
mg-"), Gesamt-Cholesterin. 

224 264 40 195.3 » A der Theorie 262 


Hinweisen méchten wir noch auf die Schwierigkeiten, die bei der 
3. der angegebenen Vergleichsl6sung mit 0.65 mg Cholesterin in 15 cem 
auftreten kénnen. Hier findet manchmal Ausflocken unmittelbar nach 
Ablauf von 5 Minuten nach dem Wasserzusatz statt. Das ist immer 
ein Zeichen dafiir, daB die GlasgefaBe, in denen die Triibung erzeugt 
wird, nicht sorgfailtig gesiubert waren [Wasser-(Kalk-)Flecke]. © Wir 
bringen diese Kélbchen nie mehr mit Leitungswasser in Beriihrung 
und trocknen bei 105° im Trockenschrank, nicht mit Tiichern (Fasern!). 

Ich hoffe, mit dieser kurzen Notiz den Fachgenossen, die die 


Methode zu benutzen wiinschen, zeitraubende Arbeit ersparen zu konnen, 
und bin auch an dieser Stelle den Herren Dr. Miihlbock und Kaufmann 


fiir ihre stets freundlichen Auskiinfte dankbar. 








Uber ebbare Vogelnester. 
Von 
A. Heiduschka und L. Graefe. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium fiir Lebensmittel- und Ceirungschemie 


der Sachsischen Technischen Hochschule Dresden. ) 


(Eingegangen am 26. Februar 1935.) 


In China werden die eBbaren Vogelnester ungemein geschitzt, 
sie spielen dort etwa die Rolle, wie hier der Kaviar. Will man seinem 
CGraste etwas besonders Gutes vorsetzen, so gibt man ihm eBbare Vogel- 
nester. Daher ist dieser Artikel dort auch ein beachtlicher Faktor im 
Wirtschaftsleben: viele Millionen chinesischer Dollars werden jiahrlich 
in ihm umgesetzt, und die Beschaffung dieses Lebensmittels bringt 
Zehntausenden Brot. Diese groBe Beliebtheit verdanken die Nester 
nicht nur ihrem mehr oder weniger guten Geschmack, sondern auch dem 
Glauben, daB sie sehr heilkraftig seien. 

Wir! haben nun diese Produkte untersucht und die erhaltenen 
fesultate im folgenden niedergelegt. 

Die CGréBe der Nester schwankte zwischen 7 und Sem, das Crewicht 
gwischen 12 und 4g: das Durechschnittsgewicht war Sg. Die Farhbe dei 
Nester war weiB bis braun, meist waren sie mit Federn und Halmen ver- 
unreinigt. Im Aussehen erinnerten sie an Agaragar, waren hart und spréde, 
durchscheinend und aus welligen, aneinandergesetzten Streifen aufgebaut. 
Die Ansatzfliche, mit der das Nest an der Wand sitzt, ist stets verbreitert. 
hesonders an den Stellen, die am meisten auf Zug beansprucht werden, 
das sind die schmalen ..Mondhérner’*, die obersten Teile des Nestes. 

An Verunreinigungen waren vorhanden: Federn, Pflanzenstengel, 
Holzstiickchen und Eierschalen. 

Im trockenen Zustande sind die Nester hart und spréde. In Wasser 
gelegt, schwimmen die Nester, nachdem alle Luftblasen verdrangt sind, 
dicht unter der Oberflache, also ist das spezifische Gewicht fast 1. 


' Vel. auch L. Graefe, Dissertation Dresden. 
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sei langerem Liegen in Wasser quellen sie auBerordentlich stark auf 
und haben dann das Aussehen und die Konsistenz eines Badeschwammes. 


Zu den Untersuchungen wurde nur sorgfailtig von Federn und 
sonstigen Verunreinigungen  befreites, gut durchgemischtes Pulver 
von Nestern verwendet. 


Der Wassergehalt betrug 11.9°,. Der Gehalt an Mineralstoffen im 
Mittel 5,85 %. 


Die qualitative Analyse der Asche ergab fiir den wasserunléslichen 
Teil: viel Ca und CO,, wenig Fe, Al und SiQ,. Fiir den wasserléslichen 
Teil: viel Na, Cl und CO,, wenig K. 


Die quantitative Bestimmung ergab folgende Zusammensetzung der 
Asche: 28% CaCO, 26° NaCl, 8% Na,CO;. Der Rest ist Eisenoxyd, 
Tonerde, Kaliumearbonat und -chlorid. 

Jod war nicht in der Asche nachweisbar, ebenso tehlten Phosphate. 

Die Auflésung der Nestsubstanz wurde zunachst in Wasser versucht. 
Kin Stiick von 3.4580 g wurde in 100 ccm Wasser 3 Tage lang bei Zimmer- 
temperatur stehengelassen. Das Nest war dann sehr stark aufgequollen 
und schwammig, aber nicht schleimig. 

Es hatten sich nur 2,9% gelést, und zwar viel NaCl. 

In verdiinnten Saéuren war die Substanz beim Kochen unter Zerset zung 
léslich. Organische Lésungsmittel waren erfolglos. Das beste Lésungs- 
mittel war verdiinnte NaOH. Die giinstigste Menge Lésungsmittel war 
fiir 0.2g¢ L0cem n/2 NaOH. Dieses Verhalten NaOH gegeniiber zeigte, 
dab die Nestsubstanz als Saure anzusprechen ist. 

Die alkalische Loésung reduzierte stark Fehlingsche Lésung, weit 
starker als der wasserige Auszug. Aus der neutralen L6sung war die Sub- 
stanz durch Bleiacetat, Kupferacetat und Sublimat gut fallbar, durch 
Kisenchlorid schwach und durch Zinkacetat, Kupfersulfat, Kochsalz und 
Sauren iiberhaupt nicht. Unter bestimmten Konzentrationsverhaltnissen 
war sie durch genaues Neutralisieren mit Salzséure zum geringen Teil 
(1.5°,) wieder ausfallbar. Die ausgefallene Substanz hatte die Form von 
unregelmaBigen, durchsichtigen Blattchen und zeigte dasselbe Verhalten 
wie die Schwalbennester, wie Reduktion von Fehlingscher Lésung und 
Geruch nach verbrannten Haaren beim Veraschen. 

Aus der Lésung der Nestsubstanz in Natronlauge war mit Ammon- 
oxalat das gesamte Calcium fallbar, wie durch quantitative Analyse fest- 
gestellt wurde. Das Calcium war also entweder als organisches Salz der 
Nestsubstanz beigemengt oder als Salz einer organischen Saure. Fiir letzteres 
spricht, da die Nester nicht in Ammoniak, wohl aber in Natronlauge 
léslich waren. 

Mit der Lésung wurden die EiweiBreaktionen gemacht, und zwar 
gab sie die Biuret-, Xanthoprotein-, Willons-, Hopkins-Cole-, Liebermann- 
und Bleisulfidreaktion. Die Substanz besteht also zumindest teilweise 
aus EiweiB. Wegen der starken Reduktion Fehlingscher Lésung ist 
auBerdem auf das Vorhandensein von Zucker zu schlieBen. 
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Analyse. 
1. 0.1140 g¢ gaben 0.1940 g CO, = 49,0° C und 0,0706 g H,O — 6.9%, H. 
2. 0,1289g = ,, 0,2325¢ CO, = 48,99, C ,, 0,0788 g H,O = 6.8% H. 
Stickstoffbestimmung : 


1. 1.2660 g verbrauchten 78,5cecm n/10 H,SO, 8,69 N. 
2.1140 ¢ = 128,2 , n/l0 H,SO, = 85% N. 


te 


Schwefelbestimmung : 

0,5000 g gaben 0,0296 g BaSO, = 0,8°% Schwefel. 

0,5000¢ ., 0,0278g BaSO, = 0.75% 
Verbrennungswert: 1. 4430 cal. 

2. 4360 
Mittel: 4400 cal. 
Der Gehalt der Schwalbennester an Kohlenstoff, Wasserstoff, Stick- 
stoff und Schwefel betragt, umgerechnet auf Trockensubstanz: 


sc 4k + en SOO 


oe vee ene CAS 
BR ween pes 2%, 
Bes a ss «ee, eee 


Summe 66,6°), Rest 33,4 °>. 


Unter Beriicksichtigung der Ca- und NaCl-Menge betragt der O-Gehalt 
30.9%, 

Da die Schwalbennesterlésung stark Fehlingsche Lésung reduzierte, 
war das Vorhandensein von Zucker wahrscheinlich. Der Zucker war 
jedoch nicht aus der Substanz herauszulésen, sondern chemisch daran 
gebunden. Zur quantitativen Bestimmung wurde die Substanz mit 
verdiinnter Salzsiure hydrolysiert. Um eine Zersetzung des ab- 
gespaltenen Zuckers durch die Saure méglichst einzuschrinken, wurde 
nur kurz mit Saure gekocht, aber dafiir mehrmals nacheinander, bis 
kein Zucker mehr abgespalten wurde. 

Es wurden 0,5000 ¢ in 25cem 5° oiger HCl 5 Minuten lang gekocht. 
Nach dem Abkiihlen wurde mit Natronlauge genau neutralisiert, wobei 
schon etwas EiweiB ausfiel, dann wurde zum volligen Ausfallen des EiweiBex 
das dreifache Volumen Alkohol zugegeben und einige Stunden stehen- 
gelassen. Dann wurde filtriert, mit Alkohol gewaschen und im Filtrat 
nach Abdampfen des Alkohols und Verdiinnen mit Wasser der Zucker 
nach Allihn bestimmt. 

Der Filterriickstand wurde wieder in gleicher Weise mit HCl usw. 
behandelt, ebenso der dabei verbleibende Riickstand. In diesen so erhaltenen 
drei Lésungen wurden insgesamt 18°, abgespaltener Zucker bestimmt. 


Die Substanz der Vogelnester enthalt demnach EiweiB und Zucker 
in einer einheitlichen Verbindung, sie ist also ein Glykoproteid. 

Es ist daher sehr wahrscheinlich, daB die Vogelnester aus Speichel 
bestehen, denn Speichel (Mucin) ist ebenfalls ein Glykoproteid. Der 
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Vergleich des Analysenergebnisses mit der Elementarzusammen- 
setzung verschiedener Mucine! ergibt eine sehr gute Einordnung der 
Nestsubstanz in die Gruppe der Speichelmucine : 





Cc H N Ss 0 Autor 
Pseudomucin (Ovar) . 49,8 69 10,3 1,2) 31,8! Hammarsten 
Paramucin (Ovar) . . 51,8) 7,8 10,7) 1,1 28,7) Mitjukof 
Froschlaich . .... 52,9!) 7,2 92 13 2931 Giacosa 
Schnecke ...... 504 68 13,6 1,7 27,5) Hammarsten 
Rind, Speichel. . . . 488 68 123 O8 31.2) Hammarsten 
Mensch, Speichel. . . 48,2 69 108 1,4 31,7) Miller 


Schwalbennester . .. 490 69 98 09 30,9) Heiduschka und Graefe 


Die Unterschiede gegeniiber den anderen Speichelmucinen sind 
nicht gréBer als die Unterschiede der verschiedenen Speichelarten 
untereinander. 

Wenn die Substanz der Nester nun tatsichlich Speichel ist, dann 
konnte sie auch Speichelferment enthalten. Die Untersuchung wurde 
wie folgt durchgefihrt: 

Es wurden 10g Nestsubstanz mit 20 com Wasser ausgelaugt. Von der 
Lésung wurde genau die Halfte als Blindversuch nach Zugabe eines Tropfens 
Natronlauge 2 Stunden lang bei 37° stehengelassen, und dann die Menge 
des dadurch aus Fehklingscher Loésung abgeschiedenen Kupferoxyduls als 
CuO festgestellt; sie betrug 0.0070 g. 

Des weiteren wurden 0.1000 g Starke in 10 cem Wasser gelést, 1 Tropfen 
NaOH zugegeben und 2 Stunden lang bei 37° stehengelassen. Die Menge 
des durch diesen blinden Versuch erhaltenen CuO war 0.0036 g. 

Die andere Halfte des wasserigen Nestextraktes wurde endlich mit 
0.1000 g Starke sowie 1 Tropfen NaOH 2 Stunden lang bei 37° stehengelassen 
und das abgeschiedene Kupferoxyd bestimmt; es waren 0.0180 g. 

Nestextrakt und Starke einzeln hatten 0.0036 — 0.0070 O.01L06 g 
CuO ergeben, Nestextrakt und Starke gemeinsam dagegen 0.0180 ¢ CuO. 
Also wurde durch den Extrakt Starke verzuckert. Die Schwalbennester 
enthalten demnach Speichelferment. Es kann nun aber wegen der bereits 
erwahnten Eigenschaften kein gewohnlicher Speichel sein. Es lag nahe, 
wegen dieser Eigenschatten und wegen des hohen Kalkgehaltes die Vogel- 
nester als Calciumsalz des Mucins aufzufassen, wahrend die sonst im Orga- 
nismus vorkommenden Mucine mucinsaures Natrium sind. 

Es muBte nun moglich sein, durch Entfernung des Kalkes und der 
anorganischen Salze das reine Mucin zu isolieren, und ein Versuch in 
dieser Richtung gelang auch. 

5g Schwalbennester wurden in 150 cem n/2 NaOH gelést und das 
Calcium durch Ausfallen mit Ammonoxalat entfernt. Die Lésung wurde 
sofort mit HCl neutralisiert, weil die Mucine durch Natronlauge rasch 
denaturiert werden. Das ausgefallte Calcium wurde als Sulfat gewoyen, um 
festzustellen, daB es quantitativ entfernt worden war. Dann wurden die 
Salze durch Dialyse entfernt. 


' Kestner, Chemie der EiweiBikérper, S. 397, 1925. 
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Das Mucin zeigte sich an Aussehen und chemischem Verhalten 
der Nestsubstanz sehr ahnlich. Es gab dieselben EiweiB- und Fallungs- 
reaktionen und zeigte beim Veraschen dasselbe Aufblihen und den- 
selben Geruch. In Wasser war es nicht oder nur zum Teil léslich, wohl 
aber in Ammoniak. Der Sauregrad war etwas geringer als der der 
Nestsubstanz; 0,1 g brauchten 2cem n/10 Lauge. Die Flammen- 
firbung war gelb. Der Geschmack war anders als der der Original- 
substanz: wiirziger, ahnlich dem Geschmack des geringen wasser- 
lislichen Anteils der Nestsubstanz. Es ist daher anzunehmen, dab’ 
dieser wasserlésliche Anteil ebenfalls das Natriumsalz des Mucins 
darstellt. Der starkere Geschmack ist bedingt durch dessen Léslichkeit 
gegeniber dem unléslichen Kalksalz. 

Die Zusammensetzung des Mucins, das hier als Natriumsalz, 
vielleicht mit Beimengung von freier Saure, vorliegt, wurde nach dem 
Trocknen bestimmt. 

Analyse. 


0,0924 ¢ Mucin gaben 0,1715 g CO, 50,6 %) C und 0,0590 g H,O 7,1°  H 
O,O8S86g2 — ,, . 00,1640 ¢ CO, = 50,5°9,C ,, 0.0568 g H,O 7,1% Hi 


0,1126 g¢ Mucin verbrauchten 8,1 cem n/10 HgSO,4 = 10.1%) N 
0,1235 g re * 8.9 ,, n/l0 H,SO, = 10.1% N 


Es zeigt sich also bei dem freien Mucin gegeniiber der Nestsubstanz 
eine Zunahme von Kohlenstoff, Wasserstoff und Stickstoff, die der 
Abnahme an Calcium gegeniiber dem Natrium und organischem Salz 
entspricht. Rechnet man hierzu den Schwefelgehalt sowie einen Natrium- 
gehalt von 0,4°,, der den 0,7°, Calcium entspricht, und nimmt als 
Rest Sauerstoff an, so ergibt sich fiir das Mucin folgende Zusammen- 


setzung: 
Cs 6 ee +. re MO oc ees OG 
Bes ¢..%. 2% «, ore D6 + «+ + « Oe 
CR 5. ec se 9 oe ee ke hte, oe 


Der Zucker in der urspriinglichen Nestsubstanz wurde in derselben 
Weise, wie dies bei der quantitativen Zuckerbestimmung geschah, durch 
Salzsiure abgespalten. Die Zuckermenge errechnete sich nach einer 
analysierten Probe zu 4mg pro Kubikzentimeter. Versuche, die 
optische Drehung zu bestimmen, blieben auch bei starkerer Verdiinnung 
wegen der zu dunklen Farbung der Lésung erfolglos. Das Osazon, das 
nadelférmige Kristalle bildete, hatte einen Schmelzpunkt von 204°. 
Es scheidet also hierfiir das Chondrosamin aus, da das Galaktosazon 
schon bei 200° schmilzt. In Frage kommt das Chitosamin (Osazon 208°) 
oder vielleicht ein anderer, noch unbekannter Aminozucker. Zur 
Bestimmung der optischen Drehung und anderer Daten war die Aus- 
beute an Osazon zu gering, und wegen des nur in beschrankter Menge 
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vorhandenen Materials konnten weitere Untersuchungen in dieser 
tichtung nicht ausgefiihrt werden. 

Chi Che Wang! hatte aus 300 g Nestern durch Hydrolysieren und 
Extrahieren mit Alkohol den Zucker selbst isoliert, und aus diesem 
ein Osazon vom Schmelzpunkt 214° gebildet. Es schien ihm ein Gemisch 
mehrerer Zucker vorzuliegen, aber es gelang ihm nicht, festzustellen, 
um welche Hexose es sich hier handelte. 

Ferner wurden einige der wichtigeren Aminosauren bestimmt: Tyrosin, 
Tryptophan und Cystin. Die Bestimmungen wurden nach Folin? und 
Looney ausgetihrt. 

Gefunden wurde 5,6°% Tyrosin, 1,4°, Tryptophan und 2,4°, Cystin. 

Die Bestimmung von Histidin geschah nach Hanke und Koessler®, 
waihrend die Argininbestimmung nach der Methode von van Slyke4 
vorgenommen wurde.  Histidin und Arginin wurden zu je 2,7°,, ge- 
funden. Die nachfolgende Tabelle gibt den Gehalt der Schwalbennester 
an den oben bestimmten Aminosauren im Vergleich zu anderen Pro- 
teinen wieder. Die Werte fiir die Proteine nach Plimmer5, die mit * 
versehenen Werte nach Folin und Looney’®. 





Protein Tyrosin Tryptophan Cystin Histidin Arginin 
Globin aus Hamoglobin 1,3 2,3* 0,3 11,0 5.4 
Kieralbumin wi See 1,1 1,.2* 0.3 0 21 
a ee 4.5 1.5 O01 2.6 3 
Edestin (Hanfsaat ) 2,1 1,4* 0,3 1,4 11,7 
Keratin (Horn) . . et 4.6 1,4* 6.8 2,3 
I eS Ona ow 5,9* 3.0* 2,0* 
Schwalbennester. . ...... 5,6 1,4 2.4 2,7 2,7 


Bei der Verbrennung der Schwalbennester im Kalorimeter ergab 
sich als Verbrennungswert die Zahl von 4400 cal. Um die Verdaulich- 
keit festzustellen, wurden kiinstliche Verdauungsversuche vorgenommen. 

Die kiinstliche Verdauung wurde nach der Vorschrift des Deutschen 
Arzneibuches 6 ausgefiihrt, Eiereiwei8 nebenher zur Kontrolle. 

Zum Verdauungsversuch der Nester waren 6g vorher iiber Nacht 
eingeweicht worden (weil sie auch in diesem Zustande genossen werden), 
wahrend weitere 5g als trockenes. grobes Pulver, etwa von derselben 
Korngr6éBe wie das zerkleinerte Eiweil}, angewandt wurden. Beide Proben 
wurden in der gleichen Weise wie das EiweiB mit 0,1 g Pepsin und 0,5 cem 
HCl bei 45° zu verdauen versucht. Die Substanz wurde in beiden Proben 
nicht aufgelést. Nach 24 Stunden wurden 0,5 g¢ Pepsin und 3 ccm kon 


J. of biol. Chem. 49, 441, 1921. 

Nach Folin u. Looney, ebenda 51, 421, 1922. 

J. of biol. Chem. 48, 527, 1920. 

Ebenda 10. 15, 1911. 

Plimmer, Die chemische Konstitution der Eiweifikorper. 1914. 
J. of biol. Chem. 651, 432f., 1922. 
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zentrierte Salzsiure zugegeben und die Verdauung weitere 24 Stunden 
bei 45° vor sich gehen gelassen. Nach dieser Zeit waren die Proben auf- 
gequollen und auch dunkler gefirbt, aber nicht merklich gelést. 

Es ergab sich also, daB die Schwalbennester durch Pepsinsalzsaure 
praktisch nicht verdaut werden. 

Nach dem Versagen der peptischen Verdauung wurde eine tryp- 
tische Verdauung vorgenommen, Kontrollsubstanz war wiederum in 
gleicher Weise hartgekochtes und zerkleinertes HiihnereiweiB. 

Angewendet wurde Pankreatinum purum absolutum D. Ap. Ver. 5. 
Das Arbeitsverfahren war folgendes: 5g Hiihnereiwei®B und 5g zerstoBene 
Schwalbennester wurden je in 100cem Wasser getan, dazu je 0,5 g Natrium- 
bicarbonat und 0,5 g Pankreatin. Beide GefaBe wurden bei ebenfalls 45° 
unter 6fterem Umschiitteln stehengelassen, und bereits nach 2 Stunden 
war das HiihnereiweiB bis auf wenige gelbliche Hautchen gelést, wahrend 
die Nestsubstanz noch ungelést war. Nach 6 Stunden war diese im Vergleich 
zu der Pepsinverdauung schon etwas mehr gelést, aber bei weitem noch 
nicht vollstindig. Nach 24 Stunden war die Nestsubstanz immer noch 
zum betrachtlichen Teil ungelést. 

Die Schwalbennester sind also auBerordentlich schwer verdaulich, 
und zwar werden sie von Pepsinsalzsiure tiberhaupt nicht merklich 
verdaut, von Trypsin etwas besser. Da aber der bloBe auBerliche 
Vergleich derartig gequollener und halb geléster Substanzen keinen 
genauen Anhalt gibt, ob und wieviel Protein tatsachlich verdaut worden 
ist, wurde ein quantitativer Versuch mit einer kombinierten Pepsin- 
Trypsinverdauung angestellt. Der hierbei verbleibende Riickstand, 
der betrachtlich war und noch unverandert aussah, wurde bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen. Es waren noch 7,1 g. Da 
die 10g Einwage 8,8 g Trockensubstanz enthalten, waren also nur 
17g — 19°, verdaut worden. 

Die Schwalbennester sind also iiberaus schwer und nur zum Teil 
verdaulich. 

Dieses Ergebnis bestatigte sich auch noch durch die Tatsache, 
daB junge Mause, denen nur Schwalbennester als Futter gereicht 
wurden, bereits nach 2 Tagen eingingen. 

Es herrscht bekanntlich auch vielfach die Meinung, daB die Chinesen 
den Schwalbennestern auBer den schon angefiihrten Heilwirkungen eine 
sexuell kraftigende Wirkung zuschreiben. Versuche! in dieser Richtung 
haben aber ergeben, daB sie nicht zu den Aphrodisiaca gerechnet werden 
kénnen. 

Zusammenfassend kénnen die Untersuchungsresultate in folgendem 
ausgefiihrt werden: 

Die eBbaren Salanganennester bestehen, abgesehen von geringen 
Salzbeimengungen, aus einer einheitlichen Substanz rein tierischen 


1 Siehe Paul Hofmann u. Lothar Graefe, Biologisches Zentralblatt 1933. 
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Ursprungs. Alle Literaturangaben, wonach Tang das Ausgangsmaterial 
fiir die Nester sein soll, sind demnach falsch, ebenso diirfte der Name 
Collocalia fuciphaga unrichtig sein. Die Nestsubstanz erwies sich als 
ein Mucin, das in seiner prozentualen Zusammensetzung (49°, C, 
98°, N, 69°, H, 0,9°, S) sich in die Gruppe der Speichelmucine 
einfiigt. Es war nicht, wie fast alle anderen tierischen Mucine, als freie 
Saure oder als Natriumsalz, sondern als schwerlésliches Calciumsalz 
vorhanden, neben geringfiigigen Mengen des léslichen Natriumsalzes. 
Es gelang, durch Lésen in Natronlauge, Fallen mit Ammonoxalat und 
Dialysieren, den Kalk und die Salze zu entfernen und das reine Mucin 
als Natriumsalz zu erhalten. 

DaB die Nestsubstanz echten Verdauungsspeichel enthalt, wurde 
durch Anwesenheit einer, wenn auch geringen Menge von Speichel- 
ferment nachgewiesen. 

Es gelang durch Hydrolyse 18°, Kohlenhydrate abzuspalten, 
welche wahrscheinlich Chitosamin sind. Die Bestimmung einzelner 
Aminosiuren nach Hydrolyse ergab: 5,6°, Tvrosin, 1,4°,, Tryptophan, 
2.4°, Cystin, 2,7°, Histidin und 2,7°,, Arginin, samtlich in der Trocken- 
substanz bestimmt. 

Der Verbrennungswert der Schwalbennester betrigt 4400 cal. 
Die Nester sind, allerdings in vitro, fast unverdaulich, und zwar sowohl 
beim peptischen als auch beim tryptischen und beim kombinierten 
Verdauungsversuch. Wenn auch im Koérper noch die Tatigkeit der 
Darmbakterien und andere Einfliisse eine etwas bessere Ausnutzung 
der Nester verursachen mégen, so sind sie doch sicherlich als sehr 
schwer verdaulich anzusprechen. Die von den Chinesen behauptete 
wohltatige und stirkende Wirkung auf einen durch Krankheit ge- 
schwachten Korper kénnen die fast unverdaulichen Nester nicht be- 


sitzen. 








Uber die Vergiirung von Hexosemonophosphorsiure 
und 3-Glycerinaldehydphosphorsiure. 


Von 
(. V. Smythe und W. Gerischer. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 27. Februar 1933.) 


Mit | Abbildung im Text. 


H.O. L. Fischer und E. Baer (1) ist es gelungen, Glycerinaldehyd zu 
phosphorylieren. Sie haben uns 3-Glycerinaldehydphosphorsiure als 
kristallinisches Calciumsalz zur Verfiigung gestellt, und wir haben auf 
ihre Bitte — woriiber im folgenden berichtet wird —- das Verhalten der 
Glycerinaldehydphosphorsiure gegen Hefefermente untersucht. Bei 
dieser Gelegenheit haben wir auch gepriift, wie sich Hexosemonophos- 
phorsiure gegen Hefefermente verhalt. Zum Vergleich haben wir die 
Geschwindigkeit gemessen, mit der Glucose vergoren wird. 

Als ,,Hefeferment’ diente Lebedew-Saft aus Bierhefe (Schultheiss- 
Patzenhofer-Brauerei). Lebende Hefezellen  vergiren Hexosemono- 
phosphorsaure und Glycerinaldehydphosphorséure nur langsam, wahr- 
scheinlich weil die Phosphorsaiureester zu langsam in lebende Hefezellen 
eindringen. 

‘Die Resultate, die mit Lebedew-Saft gewonnen wurden, sind in 
Abb. 1 gezeigt. Es steht fest, daB die Garung sowohl der Hexosemono- 
phosphorsaure als auch der 3-Glycerinaldehydphosphorsaure sofort nach 
Hinzufiigen zum Lebedew-Saft (2) beginnt, wahrend die Garung von Glu- 
cose, wie bekannt, erst nach einer Angérungszeit von etwa 15 Minuten 
anfingt. Die Endpunkte der Kurven (d.h. die Punkte, wo die Ge- 
schwindigkeit der Kohlensaiurebildung auf die Geschwindigkeit der 
Selbstgirung sinkt) zeigen, daB pro Mol Glucose und Hexosemono- 
phosphorsiure etwas weniger als 2 Mol Kohlensiure gebildet werden. 
In Ubereinstimmung damit sollte 1 Mol Kohlensaure aus 1 Mol 3-Glycerin- 
aldehydphosphorsaure gebildet werden. In der Tat findet man nur 
1/, Mol Kohlensiure; hierbei sei daran erinnert, daB das Priparat 
dieses Trioseesters sowohl die rechts- als auch die linksdrehende Kompo- 
nente enthalt. Es ist méglich, daB nur die in der Natur vorkommende 
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Form durch Hefe angegriffen wird. Wir erwahnen diese Moéglichkeit, 
ohne behaupten zu wollen, daB es die alleinige Erklarung ftir unser 
Resultat sei?. 

Die Kurven zeigen auch, das fiir dieselbe molare Konzentration 
die Anfangsgeschwindigkeit der Hexosemonophosphorsauregirung min- 
destens ebenso gro} ist als die gréBte Geschwindigkeit der Glucose- 
girung. Soweit uns bekannt ist, ist eine derartige Beobachtung noch 
nicht veréffentlicht worden. Aus den Kurven ist ersichtlich, daB bei 
entsprechenden Konzentrationen (d.h. derselbe Kohlenstoffgehalt) 








480 
440 
Abb. 1. 
Vergirung von Glucose, Hexose- 400 
monophosphorsaéure und 3-Glycerin- 
allehydphosphorsaure, bei 38°, Gas- g 360 
raum 5 Vol.-% CO, 95 Vol. -' 7 
Argon. $ 320 
Kurve I. lLeem Lebedew-Saft. 2 
Kurve Il. leem Lebedew-Saft $s 280 
+ 0,1 ecm 0,16 mol. Glycerin- 
aldehydphosphorsaure. 8 20 
Kurve II]. leem Lebedew-Saft 1S 
+ 0,2 cem 0,16 mol. Glycerin- § 200 
aldehydphosphorsiaure. 
si 160 
Kurve IV. lcem Lehbedew-Saft 
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Kurve V. Leem Lebedew-Saft 
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die Geschwindigkeit der Kohlensiurebildung aus 3-Glycerinaldehyd 
phosphorsiure die Halfte ist als die von Glucose oder Hexosemono- 
phosphorsiure. Wenn die Konzentration des Trioseesters verdoppelt 
wird, d. h. die Gesamtbildung von Kohlensiure gleich ist der Gesamt- 
bildung von Kohlensaiure der Glucose oder des Hexoseesters, sind auch 
die Geschwindigkeiten gleich. Das unterstiitzt die Annahme, dab die 


Anmerkung bei der Korrektur: Wir haben inzwischen festyestellt, 
daB diese Erklarung zutrifft. Etwa die Halfte der Glycerinaldehyd- 
Phosphorséure bleibt iibrig, dieser Rest dreht links, [x]p wurde 7.6° 
gefunden. In Ubereinstimmung damit entsteht bei der Vergérung det 
d, !-Glycerinaldehyd-Phosphorséure nur !, Mol Alkohol und nur !), Mol 
anorganisches Phosphat. 
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Girung von 3-Glycerinaldehydphosphorsaure etwa so groB ist wie die 
Glucosegarung, woraus wir die Méglichkeit entnehmen, dab diese ein 
Zwischenprodukt der Glucosegarung sei. Diese Annahme wiirde tiberein- 
stimmen mit der kirzlich erschienenen Veréffentlichung von Embden, 
Deuticke und Kraft (3) als auch mit der von Nilsson (4). 

Zum SchluB sei noch bemerkt, daB der freie Glycerinaldehyd im 
Gegensatz zu der Glycerinaldehydphosphorsaure unter den Bedingungen 
unserer Versuche von lebender Hefe und von Lebedew-Saft nur sehr 


langsam angegriffen wird. 


Experimenteller Teil. 


Als Hexosemonophosphorsaéure benutzten wir das Calciumsaiz, von 
O. Warburg und W. Christian (5) dargestellt aus dem rohen Bariumsalz des 
Robisonschen Esters. Das Calciumsalz der 3-Glycerinaldehydphosphorsaure 
war von H.O.L. Fischer und E. Baer (6) nach einer ahnlichen Vorschrift 
aus der freien Saure dargestellt. Beide Praparate wurden zum Versuch 
in ihr Kaliumsalz, nach der Vorschrift von O. Warburg und W. Christian (5) 
umgewandelt. n/1L00 Salzséiure wurden bis zur neutralen Reaktion zu der 
Trioseesterlésung hinzugeftiigt. Die Konzentration beider Praparate wurde 
durch Bestimmung des organischen Phosphors ermittelt. 

Die Versuche wurden durch manometrische Messungen der Kohlen- 
siurebildung bei 38° ausgefiihrt. Versuche mit gréBeren Mengen von 
Substraten ergaben die gleichen Resultate, doch waren die Kohlensaure- 
messungen hierbei weniger genau. 


Literatur. 
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Uber anaerobe Bildung und Schwund 
von Brenztraubensiure in der Muskulatur. 


Von 
0. Meyerhof und D. Me Eachern', 


(Aus dem Institut fur Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizi- 
nische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 27. Februar 1935.) 


Brenztraubenséure zu intakten Kaltbliitermuskeln in Gegenwart 
von Sauerstoff zugesetzt, kann in ahnlicher Weise unter Oxydations- 
steigerung zu Kohlenhydrat synthetisiert werden wie aerob zugesetztes 
Lactat®. Weiterhin kann ein Teil der Brenztraubensiure sowohl in 
An- wie Abwesenheit von Sauerstoff carboxylatisch gespalten werden, 
so daB der gefundene Schwund der Brenztraubensiure auch in Sauerstoff 
gréBer ist, als der Summe von Oxydation und Synthese entspricht. 
Der Gesamtschwund der Brenztraubensdiure war in unseren Versuchen 
sogar grOBer, als sich unter Mitberiicksichtigung der carboxylatischen 
Spaltung ergab. Diese Vorgange spielen sich nur im intakten Muskel 
ab. In der zerschnittenen Muskulatur bleibt in Sauerstoff jede bi/anz- 
mapige oxydative Synthese aus, genau so wie bekanntlich auch die 
bilanzmaBige Synthese der Milchsiure zu Kohlenhydrat*, ferner aber 
auch jede carboxylatische Spaltung. Ob es trotzdem noch einen Schwund 
der Brenztraubenséure in der zerschnittenen Muskulatur gab, ist seiner- 
zeit nicht untersucht. Inzwischen ist von Utewski4 gefunden, daB 
in der Tat in der zerschnittenen Muskulatur Brenztraubensdure in 
groBem Umfang zum Verschwinden gebracht wird, auch unter anaeroben 
Bedingungen, wobei der Autor einen Ubergang in Milchsiure vermutet, 
denn er findet eine Steigerung der Milchséiurebildung im Betrage von 
etwa 50°, der verschwundenen Brenztraubensaéure. Dal} bei der Durch- 
strémung einer Saugetierextremitat mit Brenztraubensaiure diese in 
Sauerstoffgegenwart zu Bernsteinsaéure und Ameisensdure umgewandelt 
wird, ist inzwischen von T’oenniessen und Brinkmann® gezeigt worden. 


~ 
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Die Umwandlung der Brenztraubensiure oxydativ in Glykogen 
und Bernsteinsiure und médglicherweise anoxydativ in Milchsaure 
ist dadurch fiir den Kohlenhydratstoffwechsel noch interessanter, 
daB Brenztraubensiure in tierischen Geweben tatsachlich gefunden 
wird, daB sie ferner die Milchsiurebildung aus Zucker steigert!, ja, daB 
sie nicht nur, wie friher vermutet und seither bewiesen wurde?, durch 
oxydative Desaminierung von Aminosauren entsteht, sondern auch 
beim Kohlenhydratumsatz in Abwesenheit von Sauerstoff*. Die Még- 
lichkeit einer Umwandlung von Milchséiure in Brenztraubensiure, 
ebenso wie die umgekehrte, erscheint dabei durch die Entdeckung eines 
reversiblen fermentativen Redoxsystems Milchsiure = Brenztrauben- 
siure + H, (+ Phenosafranin) gegeben, das aus Bact. coli isoliert 
wurde*. Diese Deutung wird von A. Hahn, der Brenztraubensaure 
als Semicarbazon im Muskelgewebe abfing, allein in Betracht gezogen, 
da er die Ausbeute durch Zusatz von Lactat, allerdings auch noch 
durch viele andere Stoffe steigern konnte. Er benutzt diese Deutung 
ferner zu einer Polemik gegen die von dem einen von uns vertretene 
Anschauung, nach der es keinen anaeroben Schwund der Milchsiure 
im Muskelgewebe mit Riickbildung zu Kohlenhydrat gibt, eine 
Polemik, die iibrigens wie alle Einwendungen des Autors gegen die 
von hier vertretene Auffassung auf Unkenntnis unserer Arbeiten, Fehl- 
schliissen und MiBverstaéndnissen beruht®. 


' B. Mendel, M. Bauch u. F. Strelitz, Klin. Wochenschr. 10, 118, 1931. 

* H. A. Krebs, ebenda 11, 1744, 1932. 

3 Hahn u. Mitarbeiter, Zeitschr. f. Biol. SS, 516, 1929; S89, 332, 563, 
1929; 90, 233, 1930; 91, 315, 1931; 92, 355, 1932; Case u. Cook, Biochem. J. 
25, 1319, 1931; Case, ebenda 26, 753 u. 759, 1932. 

4 R. Wurmser u. de Boe, C. r. de VAcad. des Sciences 194, 2139, 1932: 
R. Wurmser u. N. Mayer, ebenda 195, 81, 1932. 

5 Als Beleg sei ein weiteres Beispiel angefiihrt. Diese Zeitschr. 
162, 79, 1925 schrieb ich beziiglich des Kreislaufs des Kohlenhydrats im 
zerschnittenen Muskel: ,,Obendrein spricht die wechselnde, von der Be- 
schaffenheit des Muskels abhaingige GréBe des Oxydationsquotienten dafiir, 
daB hier nicht einfach eine in Lésung ablaufende gekoppelte Reaktion 
vorliegt, sondern eine Energieiibertragung in einem mehrphasigen System, 
deren Ausbeute von der Intaktheit der Struktur und Milieubedingungen 
abhangt.** In der letzten gréBeren Zusammenfassung (Chem. Vorgéange im 
Muskel, Berlin, J. Springer, 1930, S. 282) hieB es: ,,Auch der Oxydations- 
vorgang im Muskel ist mit der Resynthese der Milchséiure gekoppelt, wenn- 
gleich hier keine st6échiometrische Beziehung besteht und die Struktur- 
elemente des Muskels an dem Mechanismus der Energieiibertragung mit - 
beteiligt sein diirften. (Es gelingt ja nicht, diese gekoppelte Reaktion 
von der Struktur abzutrennen.)** Als ich den Gedanken, daB ,,die Energie 
der Oxydation nur bei erhaltener Muskelstruktur ausgenutzt wird**, Mitte 
November 1931 in den ,,.Naturwissenschaften** wiederholte, erfuhr ich zu 
meiner Uberraschung von A. Hahn, daB dieser Passus aus einer gerade 
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Es war von Wichtigkeit, die Quelle und das Schicksal der im Muskel 
auftretenden Brenztraubensiure niher zu erforschen, insbesondere 
aber die quantitativen Verhialtnisse. Entsteht Brenztraubensdure 
an Stelle von Milchsaure aus Kohlenhydrat, unter welchen Bedingungen 
und in welchem Umfange und woher stammt unter anaeroben Bedin- 
gungen der dazu noétige Sauerstoff / Fiir dieses letztere nimmt Hahn! 
im Muskelgewebe vorhandene Wasserstoffakzeptoren an, da Zugabe 
eines Wasserstoffakzeptors wie Methylenblau die Ausbeute steigert. 
Dagegen besteht aber offenbar noch die andere von ihm nicht be- 
riicksichtigte Méglichkeit, daB cine Dismutation bei der Kohlenhydrat- 
spaltung eintritt, indem neben dem héher oxydierten Produkt Brenz- 
traubenséiure ein weniger oxydiertes, etwa Glycerin, auftritt, wie es 
durch das analoge Verhalten bei der alkoholischen Garung nahegelegt 


2 Monate vorher (Mitte September 1931) erschienenen Publikation von 
ihm in der Zeitschrift fiir Biologie entnommen ware. Hahn schreibt (Zeitschr. 
f. Biol. 92, 317, 1932): .,Damit hat jetzt auch Meyerhof der Struktur des 
Muskels beim Erholungsvorgang Bedeutung zugesprochen, in scharfem 
Gegensatz zu seiner friiher wiederholt geauBerten Ansicht, dali im Muskel- 
brei derselbe Vorgang bei Gegenwart von Sauerstoff sich abspiele wie bei 
der Erholung des intakten Muskels... Allerdings hat .Weyerhof gerade 
meine letzte experimentelle Arbeit in der Zeitschr. f. Biol. 91, 491, 1931, 
nicht zitiert, in der zum ersten Male die Abhangigkeit der Kohlenhydrat- 
bildung in Lactatlésung von der Struktur des Muskels bewiesen wurde, 
obwohl sie ihm beim Abfassen seines Artikels in den ,,.Naturwissenschaften** 
bekannt war‘'. Tatsachlich ist nun in der zitierten Arbeit von Hahn, 
Belmonte und Niemer vom September 1931 nur eine ganz unbedeutende 
Variation meiner Versuchsanstellung mit einem aus dieser mit Sicherheit 
vorauszusehenden Ergebnis vorgenommen. Da namlich von mir gezeigt 
war, daB der Sauerstoff nach Zerschneidung des Muskels keine bilanz- 
miaBige Kohlenhydratsynthese mehr bewirken kann, sondern nur noch 
einen Schwund des Spaltungsstoffwechsels, und da der Umfang dieses 
Schwundes mit zunehmendem Zerschneidungsgrad zuriickgeht (Pfliigers 
Arch. 185, 30, 1920; 18S, 135, 1921). und da zweitens hinsichtlich der 
Synthese zu Kohlenhydrat sich von auben zugesetztes Lactat ebenso ver- 
halt wie im Muskel angehiuftes (O. Meyerhof, K. Lohmann, R. Meier, 
diese Zeitsechr. 167, 459, 1925; O. Meyerhof u. K. Lohmann, ebenda 171, 
421, 1926), ergibt sich als eine notwendige Konsequenz, dali wohl der 
intakte, aber nicht der zerschnittene Muskel von auben zugesetztes Lactat 
bilanzmaBig zu Kohlenhydrat synthetisieren kann. Nun enthalt die an- 
gefiihrte Arbeit von Hahn und Mitarbeitern nichts anderes als den unter 
Verwendung meiner Methoden gefiihrten Nachweis, dal die Fahigkeit 
zur bilanzmaBigen Kohlenhydratsynthese aus zugesetztem Lactat durch 
Zerschneiden des Muskels aufhért. Nachdem sich nunmehr A. Hahn die 
von mir wiederholt geaéuBerte Vorstellung zu eigen gemacht hat, ist 
es in seinen Augen ein Plagiat, wenn ich ihr noch einmal Ausdruck gehe. 
O. Me ye rho}. 
1 4. Hahn u. W. Haarmann, Zeitschr. f. Biol. S9% 563, 1929. 
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wird!; auch im Muskel ist ja bisher Brenztraubensiure in gréBerem 
Umfang nur in Gegenwart eines Abfangmittels erhalten worden. 


Auch die GréBe der Brenztraubensiurebildung im Verhaltnis 
zur Milchsaiurebildung besitzt erhebliches Interesse. Nach den Angaben 
von A. Hahn soll ein sehr betrachtlicher anaerober Schwund von Milch- 
siure stattfinden, indem mehr als 25°, derselben als Brenztraubensaure 
erscheint?. Da der Autor mit einer Methode arbeitet, die groBe Verluste 
an Brenztraubensiure bedingt (Bindung als Semicarbazon, Aufspaltung 
mit 50°,iger Schwefelsiure, Atherausschiittelung, Darstellung und 
Wagung des Phenylhydrazons), so kénnte man auf Grund seiner Ver- 
suche diesen Schwund sogar als die untere Grenze ansehen, und es 
kénnte danach wirklich so scheinen als ob dieser Befund dem unsrigen 
widersprache, wonach die einmal gebildete Milchsiure in zerschnittener, 
unter physiologischen Bedingungen gehaltener Muskulatur nicht meBbar 
wieder verschwindet. Von vielen anderen Punkten abgesehen, wird 
dabei aber auBer acht gelassen, daB seine Resultate mit einem Abfang- 
mittel erhalten wurden, wodurch die Milchsiurebildung gegeniiber den 
von uns angestellten Normalversuchen auf einen kleinen Bruchteil 
verringert ist, die Brenztraubensiureausbeute aber mdéglicherweise 
stark erhéht wird. DaB diese Erhéhung nur auf einem Schutz vor Zer- 
stérung beruhen sollte, wie der Autor annimmt, und nicht vielmehr 
auf einer durch das Abfangmittel erzwungenen Anhaufung auf dem 
Wege zur Milchséure, ist von ihm nicht diskutiert und bedarf offenbar 
einer experimentellen Priifung. 

Wir haben zunachst nach Durchpriifung aller Methoden, die zu 
einer quantitativen Bestimmung kleiner Brenztraubensiuremengen 
im Muskelgewebe geeignet sind, die Brenztraubensaiurebildung und den 
Brenztraubensiureschwund in zerkleinertem Muskelgewebe gemessen 
mit und ohne Zusatz (Lactat, Glykogen, Hexosephosphat, Methylen- 
blau) und mit und ohne Abfangmittel. In vielen Fallen wurde gleich- 
zeitig Kohlenhydrat oder Milchsiure bestimmt, um die Bilanzen voll- 
stiindiger zu gestalten. Nachdem bereits hierdurch eine gewisse Klarung 
erzielt war, sind wir zum Studium der gleichen Beziehungen im Enzym- 
extrakt des Muskels tibergegangen, wo wegen der Abwesenheit von 
Struktur und von praformiertem Kohlenhydrat viele Fragen in tiber- 
sichtlicherer Weise als im Muskelgewebe zu beantworten sind; ins- 
besondere kann im Muskelextrakt auch der Phosphatumsatz mit Erfolg 
untersucht werden. 


1 C. Neuberg u. E. Reinfurth, diese Zeitschr. 92, 234, 1918; Ber. d. 
Deutsch. chem. Ges. 52, 1677, 1919. 
2 Vgl. Zeitschr. f. Biol. 89, 571, 1930. 
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Als wir die Versuche am Muskelgewebe nahezu abgeschlossen 
hatten und uns dem Studium des Muskelextrakts zuwandten, erschienen 
zwei weitere interessante Arbeiten von Case!, die sowohl eine neue 
quantitative Methode zur Isolierung und kolorimetrischen Bestimmung 
kleiner Brenztraubensiuremengen enthielten, wie auch Resultate mit 
Kaninchenmuskelgewebe und -muskelextrakt, die fiir einige der uns 
vorliegenden Fragen von Wichtigkeit waren. Da die Methode von Case 
der von uns benutzten carboxylatischen Bestimmung in verschiedenen 
Richtungen iiberlegen war, haben wir mit ihr einige der friiheren Mes- 
sungen wiederholt und sie spaterhin fiir das Studium des Muskelextrakts 
allein angewandt. Die Befunde von Case betreffen allein die Bildung 
der Brenztraubensiure selbst und zwar in Anwesenheit von Sulfit. 
Wir konnten sie in dieser Richtung bestatigen und erweitern und 
erginzten sie vor allem durch gleichzeitige Bestimmung von Milchsiiure 
und Phosphat, ferner aber auch durch Vergleich des Umsatzes mit und 
ohne Sulfit als Abfangmittel. Dabei sind die Versuche mit Enzym- 
extrakt auch aus dem Grunde besonders iibersichtlich, weil, wie wir 
finden, hier Brenztraubensiure auch beim Fehlen eines Abfangmittels 
nicht mehr verschwindet, im Gegensatz zum Muskelgewebe. Es entsteht 
infolgedessen in den Bilanzen keine Liicke durch eine mégliche un- 
bekannte Zerst6rung einmal gebildeter Brenztraubensdiure, und die 
Frage, ob ein Abfangmittel direkt die Anreicherung herbeifiihrt und 
nicht nur die Zerst6érung hindert, kann unmittelbar beantwortet werden. 


Methoden, 


Wahrend wir zu verschiedenen Zwecken die verschiedensten Bestim- 
mungsmethoden fiir Brenztraubensiure anwandten, Hypojodittitration 
nach Wieland*, Brenztraubensaurebisulfit bestimmung nach Cook*®, auch ge- 
legentlich Reduktion mit Zink, CuSO, und Schwefelsiéiure nach der ver- 
besserten Vorschrift von Wendel*, schlieBlich Darstellung des 2, 4-Dinitro- 
phenylhydrazons nach Simon und Neuberg’, wurden alle quantitativen 
Versuche entweder manometrisch mittels der Carboxylasemethode aus- 
gefiihrt, die zuerst von Warburg fiir diesen Zweck angewandt wurde oder 
mit der schon erwahnten Bestimmung nach Case, die sich an das Neuberg- 
sche Verfahren anschlieBt, aber statt der Wagung des Hydrazons dessen 
Ausschiitthing mit Essigester und seine qualitativ schon von Neuberq 
angegebene Kolorimetrierung in alkoholischer Kalilauge vornimmt. Fir 
die Ausfiihrung der Methode von Neuberg-Case hielten wir uns genau 
an die Vorschrift des letzteren Autors mit der einzigen Moditikation. 
daB die Kochdauer zur Spaltung des Brenztraubensduresulfits auf genau 


! Biochem. J. 26, 753, 759. 1932. 
2 Liebigs Ann. 4386, 232, 1924. 

3 Biochem. J. 24, 1526, 1930. 

4 J. of biol. Chem. 94, 717, 1932. 
5 Diese Zeitschr. 2382, 479, 1931. 
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2 Minuten begrenzt wurde, da langeres Kochen zu Brenztraubensaure- 
verlusten fiihrt. Wir fiihrten die Kolorimetrie in einem Leitz-Kolorimeter 
mit etwa 0,15 mg Brenztraubensaéure in 25 ccm aus. 

Zur halbquantitativen Bestimmung diente uns daneben, ebenso wie 
Case und Coek die Farbreaktion nach Simon-Piauax! Jangsame Blaufarbung 
mit Natriumhitroprussid in Gegenwart von Ammoniak und Ammonsulfat ), 
die mit einer entsprechenden Reihe von Kontrollansatzen verglichen, 
Schatzungen| des Gehalts mit einem Fehler von etwa 30°, erlaubt und 
fiir Orientierungszwecke geeignet ist. 


Verarbeitung der Ansiitze. 


Die manometrischen Bestimmungen haben wir, zum Unterschied von 
O. Warburg, nicht mit Lebedew-Satt, sondern mit gewaschener Trockenhete 
ausgefiihrt, weil hier die Kohlensaureretention geringer und die Vorbereitung 
der Versuche bequemer ist. Diesen Bestimmungen ging haufig eine Ather- 
extraktion voraus. Diese erlaubt die Konzentrierung der Brenztraubensadure 
auch aus einem groBen Fliissigkeitsvolumen, ist aber wegen der groben 
Empfindlichkeit der Saéure gegen Peroxyde bei sehr geringen Brenztrauben- 
siuremengen (1 bis 2 mg gegeniiber 50 bis 100 cem Ather) mit Verlusten 
verkniipft, auch wenn man den Ather mit Ferrosulfat und Chromsaure 
nach den Angaben von Rieche reinigt?. Es wurden beim Vorlegen von | mg 
Brenztraubensaéure in diesem Falle nur etwa 75°, in Kontrollversuchen 
wiedergefunden. Waren die vorhandenen Brenztraubenséiuremengen nicht 
zu klein, so konnten sie in dem vorher schwach angesaéuerten Kochtiltrat 
der Muskelaufschwemmung auch ohne Atherextraktion direkt mano- 
metrisch bestimmt werden. Dazu muBten in 4cem Filtrat mindestens 
0,1 bis 0.2 mg vorhanden sein. War die Konzentration etwas geringer, so 
war ein Eindampfen des Kochfiltrats auf etwa die Halfte zulassig, weiter 
aber nicht, weil die Carboxylase salzempfindlich ist und schon in dreifach 
eingedicktem Kochsaft der Umsatz verzégert oder unvollstandig wird. 
Hierdurch wird die Anwendungsmdéglichkeit der Methode beschrankt und 
ferner durch den Umstand, daB die Beseitigung des Sulfits auf Schwierig- 
keiten st6Bt, weil dafiir ein weitergehendes Anséiuern erforderlich ist, das 
dann auch infolge der Erhéhung des Salzgehalts zu Stérungen fiihrt. In 
diesem Falle war es daher notwendig, mit Ather zu extrahieren. Es wurde 
dafiir das Kochfiltrat stark angesiuert, das Sulfit durch Kochen entfernt, 
nachtraglich nach Schenk enteiweiBt und extrahiert. Diese Umstandlichkeit 
kam bei der neuen kolorimetrischen Methode von Neuberg-Case in Wegfall. 


Ausfiihrung der manometrischen Bestimmungen, 


Im Falle der Atherextraktion wurde die enteiweiBte und entqueck- 
silberte Lésung bis zur schwachen Aziditaét abgestumpit, im Vakuum bei 
etwa 50° auf 50cem eingeengt und nach Ansaéuern mit Schwefelsdéure 
6 Stunden mit Ather extrahiert. Der Extraktionsapparat war mit Schott- 
schen Glasfilterplatten versehen. Der in 2 bis 3cem d. W. aufgenommene 
Atherriickstand wurde in den Hauptraum eines 20 ccm fassenden Glykolyse- 
gefaBes iiberfiihrt und mit 1 Tropfen Methylorange durch Zugabe von 
NaOH und Phosphat auf ein pq von 4,5 und eine Phosphatkonzentration 


? Bull. Soc. Chim. Biol. 6, 477, 1924. 
* Zeitschr. f. angew. Chem. 44, 896, 1931. 
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von ungefahr m/30 gebracht. Das Volumen, das etwa 4 com betragen sollte, 
wurde nachtraglich genau gemessen. 0.6 bis O.8 ccm einer dreimal mit 
KH,PO, gewaschenen Trockenhefe (Patzenhofer Unterhefe) in zelintacher 
Verdiinnung wurde in die Retorte gegeben, der Gasraum mit reinem Stick- 
stoff gefiillt und bei 28° die Kohlensaurebildung gemessen (anfangs wurde 
mit Methylrot auf py 5,5 neutralisiert und der Gasraum mit Stickstoff und 
5% CO, gefiillt). Im Falle, wo nicht mit Ather extrahiert wurde, wurde die 
Muskulatur durch Aufkochen unter Zugabe von etwas Saure (2 com 2n HC] 
auf 6g Muskulatur in 35cem m/15 Phosphat) abgetétet und das Koch- 
filtrat direkt in die GéarungsgefaBe tberfiihrt, wo es ebenfalls mit Methyl- 
orange aut py 4,5 eingestellt wurde. 

Wahrend ohne Retention Img Brenztraubenséiure 285¢mm CO, 
entspricht, erhalt man bei #4 4.5 und den angegebenen Mengen Trockenhefe 
und Kochfiltrat 205 bis 220 e¢mm, bei py 5,5 190 bis 205. Dieser Faktor 
wird jedesmal durch Zugabe von Brenztraubensaure festgestellt. Wahrend 
inden Kontrollen ohne Kochtiltrat der Umsatz in 20 bis héchstens 30 Minuten 
beendet ist, kann er in den Versuchsansaétzen | bis 2 Stunden dauern. 
Ansitze, die nach 3 Stunden keinen konstanten Endwert gaben, muBten 
verworten werden. Dab Hexosephosphat und andere im WKochfiltrat vor- 
handene Kohlenhydrate unter den Versuchsbedingungen nicht vergoren 
werden, wurde kontrolliert. Infolge einer mit der Zeit einsetzenden Selbst- 
garung sind aber Ausschlage unter 5¢mm CO, unsicher und 0.1 mg Brenz- 
traubensdure = 20emm CO, nur auf 25°, genau zu bestimmen. Bei 
rascherem Umsatz als in | Stunde ist die Genauigkeit gréBer, bei lang- 


samerem aber noch kleiner. 
Versuchsansiitze. 


Der Versuchsansatz selbst war je nach den besonderen Aufgaben etwas 
verschieden. Meist fanden die Versuche im Thermostaten bei 20°, unter 
Filllung des Gasraums mit Stickstoff und 5% CO, statt und dauerten 
1 bis 6 Stunden. Gegeniiber dem Muskelextrakt ist der Luftsauerstoff 
indifferent, nicht aber gegeniiber Muskelgewebe. Die Zerschneidung des 
Muskelgewebes geschah entweder mit der Schere bei Kaninchenmuskeln 
auch mit einer gew6hnlichen Fleischmaschine — oder mit dem Latapie- 
Apparat. Die Zerkleinerungsart ist sehr wesentlich fiir die GréBe der 
Ausbeute an Brenztraubenséure und Milchséure. Bei Zerschneidung mit 
dem Latapieapparat steigt die Brenztraubensaureausbeute stark, wahrend 
sich die Gesamtbildung an Milchséure oft verringert. Die Versuche wurden 
teils mit Kaninchenmuskeln, teils mit Froschmuskeln bzw. mit den ent- 
sprechenden Muskelextrakten ausgefiihrt. Die Brenztraubensaureausheute 
hangt in héherem Grade von der Verarbeitungsart als von der Herkunft 
der Muskulatur ab. Als Suspensionslésung fiir das Muskelgewebe diente 
m/10 oder m/15 Phosphatgemisch, py 7.4, manchmal mit Bicarbonatzusatz. 
Der Muskelextrakt wurde nach der friiher gegebenen Vorschrift hergestellt !. 

Als Abfangmittel der Brenztraubensiure versuchten wir einige Male 
das von Hahn und Mitarbeitern angewandte Semicarbazid. Da es aber 
dann unmdéglich war, die Aufarbeitung auf einem anderen als dem von den 
Autoren angegebenen Weg vorzunehmen und es dazu grober Mengen 
Materials bedarf, das Verfahren zeitraubend und vor allem sehr verlust- 
reich ist, so haben wir fiir alle endgiiltigen Versuche ausschlieBlich Natrium- 


' O. Meyerhof, diese Zeitschr. 178, 395, 1926. 
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sulfit angewandt. Dabei ist Na,SO,-Zusatz giinstiger als der von NaH SQ,. 
wenn man mit dem angegebenen Phosphat- oder Bicarbonatgemisch 
arbeiten will, da die Brenztraubenséiureausbeute bei schwach alkalischer 
Reaktion — py 7,5 bis 8,0 — ihr Maximum hat und die Lésung mit 
Bisulfit leicht etwas zu sauer wird. 

DaB die beiden von uns verwandten Methoden, die manometrische 
Bestimmung und die kolorimetrische nach Neuberg-Case innerhalb der 
Fehlergenauigkeit, die bei der manometrischen Methode etwas geringer 
und vor allem nicht ganz konstant ist, etwa die gleichen Resultate ergeben, 
mégen die folgenden Belege zeigen. Dabei wurde der Brenztraubensaure- 
gehalt der kolorimetrischen Standardlésung mittels Jodtitration nach 
Wieland bestimmt. 





: Gefundene mg Brenztraubensiure 
Inkubation pro Ansatz 
bei 20° ; aia 


kolorimetrisch manometrisch 


6g Kaninchenmuskulatur ohne 


ES eee 6 Std. 0,295 0,363 
7 £ 
Dasselbe nach Zusatz von 12,5mg 3 i . - 
Brenztraubensaure | 6 Std. 12'5 118 
Brenztraubensaureliésung bei 20° 
Se. ee a ee ee 48 , 11,95 10,6 
13,5 mg  Brenztraubensaure in | aie ek mc 
n/200 KCN bei 20° (Bildung 5 ‘ 815 54* 
von Parabrenztraubensaure) | 48 ad 637 57 


Wie man sieht, ist nur in einem Falle (*) ein betrachtlicher Unterschied 
zwischen dem manometrisch und kolorimetrisch ermittelten Brenztrauben- 
sauregehalt vorhanden; hier ist, wie der Vergleich der benachbarten Werte 
zeigt, die manometrische Bestimmung fehlerhaft. Der Schwund der Brenz- 
traubenséiure bei Zimmertemperatur in Gegenwart von KCN beruht auf 
der Bildung von Parabrenztraubensaure'. 


‘ 


I. Die Bildung der Brenztraubensdure im Muskelgewebe. 


Der Gang der Milchsaurebildung in grob zerschnittener, in Phosphat- 
lésung suspendierter Kaltbliitermuskulatur ist friiher quantitativ 
untersucht worden”. Dabei ergab sich, daB bei ausreichendem Gehalt 
an Glykogen die Milchséurebildung in den ersten Stunden mit konstanter 
Geschwindigkeit fortschreitet (etwa 1,5 mg Milchsaure bei 15° und 2,5 mg 
bei 20° pro Gramm Muskel). Hierbei schwindet das Kohlenhydrat bis auf 
einen Rest von 0,2°,, der nicht mehr gespalten wird. Obgleich hin- 
sichtlich der Geschwindigkeit der Milchsiurebildung, der Vollstandigkeit 
der Kohlenhydraterschépfung und auch des zeitlichen Parallelismus 
von Milchséurebildung und Kohlenhydratschwund gewisse Variationen 


1 Krebs, Klin. Wochenschr. 11, 1744, 1932. 
2 O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 185, 11, 1920; 188, 114, 1921. 
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nach dem Muskelmaterial, der Zerkleinerungsart, der Versuchsanord- 
nung usw. vorkommen und die Kohlenhydratbestimmungen nicht 
sehr genau sind, hat sich doch der angegebene Tatbestand in eigenen 
und fremden Untersuchungen wiederholt bestitigt!. Fiir das Entstehen 
einer Brenztraubensiuremenge von mehr als 25°, der gebildeten 
Milchsaure ist hier also kein Platz. 

Eine Ubersicht iiber die quantitativen Verhaltnisse geben nun die 
beiden Versuche 1 und 2, in denen die Brenztraubensaiure nach Neu- 
berg-Case bestimmt ist. 

Tabelle I. 
Versuch 1. Temporarienmuskeln. 
Pro Ansatz 5g Muskel, 5cem m/2 Phosphat, py 7,4, bei 25 ccm Gesamt- 
volumen. Gasraum: Reiner Stickstoff. 





- Z Pro g Muskel a 

3 S vorhanden H] 
Lh arty Sle 
Nr. Zerkleinerung = 9 Zusatz 33 Es 
= hs Bz 
n S mg mg z= 
i p Brenz- - = \= 
= - trauben- Mile h- e* 

= stiure Sonne é 
1 Grob zerschnitten) — — 0 0,018 1,475 1,2 
2 * -- — 3 0,337 8,56 4.0 
3 eS n 4 — 3 0,647 8,58 7.5 
4 Latapie _ 0 0,047 2,34 2,0 
5 _ — 3 0,632 6,25 10,1 
6 o 4 — 3 1.68 4.58 35.0 
7 ‘ — 0,24°, Glykogen 3 0,986 9,35 10.5 

8 » 4 02°, Lithiumlactat 8 0,658 — 


Man sieht aus Tabelle I, daB in der in der iiblichen Weise zer- 
schnittenen Muskulatur nach 3 Stunden die Brenztraubensiure gegen 4°, 
der gleichzeitigen Milchsiure betrigt. Beim Abfangen mit Sulfit ver- 
doppelt sich die Menge Brenztraubensaure ohne Anderung der Milch- 
siurebildung. Wurde aber die Muskulatur mit dem Latapieapparat 
zu einem diinnen Brei verarbeitet, so wird die Milchséurebildung um 
ein Drittel herabgesetzt, gleichzeitig die Brenztraubensiureausbeute 
stark vermehrt. Dabei betrigt jetzt ohne Sulfit die Brenztraubensiure 
10%, mit Sulfit 35°, der Milchsiure. Die Wirkung des Sulfits ist 
zweifellos auch deshalb noch gréBer, weil es leichter an die Enzymorte 
herankommt als in grob zerschnittener Muskulatur. Zum Unterschied 
von grob zerschnittenem Muskelgewebe zeigt sich hier nun auch, dab 


1S. unter anderem Foster u. Moyle, Biochem. J. 15, 672, 1921; Kerly, 
ebenda 25, 671, 1931. 
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Tabelle IL. 
Versuch 2.) Temporarienmuskeln. 


Mengenverhaltnis wie Versuch |. Auf 5g Muskel 5cem m/2 Phosphat und 
2.5cem 2,6%ige NaHCO, auf 25cem Gesamtvolumen. Stickstoff mit 


5° Kohlensaure. Zerschneidung mit Latapie. 








= z Pro g Muskel 2 } 
3 5 vorhanden =I 
S. a eS 
Nr. = %'9 Zusatz < 
” < I meg mg i 
+ z srenz- be as 
- - trauben- Mile h- a= 
= i siure B 
1 — — 0 1,20 
2 ~- 3 0,755 11,8 6.4 
3 — 0,24°% Glykogen 3 1,25 15,8 8,0 
4 4 0.24% Glykogen 3 1,72 10,6 16,0 
5) — 0,24 % Lactat 3 0,627 — 
6 — 1°,, Magnesiumhexosediphosphat i 1,66 13,8 12,0 
7 4 1% Magnesiumhexosediphosphat 3 4,08 16,2 25,0 


die Milchséurebildung um etwa den Betrag verringert ist, um den die 
Brenztraubensaure in Gegenwart von Sulfit vermehrt wurde. Woher 
die Brenztraubensiure stammt, lassen die beiden letzten Ansatze mit 
Wahrscheinlichkeit erkennen. Bei Zusatz von Glykogen (ohne Sulfit) 
steigt die Brenztraubensiurebildung stark und genau im Verhaltnis 
der Milchséurebildung an, bei Zusatz von Lithium-Lactat dagegen (mit 
Sulfit) steigt sie nicht. Es bleibt sogar die in Abwesenheit von Lactat 
gefundene Steigerung mit Sulfit aus. Zur Klarung der Rolle der Zusitze 
ist in Tabelle II ein zweiter Versuch angefiihrt. Hier ist nur mit dem 
Latapieapparat zerschnittene Muskulatur verwendet. Auf die Be- 
stimmung des Anfangswertes an Brenztraubensaure ist hier wie spaterhin 
meist verzichtet, weil er so gering ist, daB man ihn vernachlassigen 
kann. Der Milchsaéuregehalt ist dagegen schon zu Beginn infolge der 
Zerschneidung nicht unbetrachtlich. Daraus folgt, daB die Brenztrauben- 
siurebildung erst spater einsetzt, offenbar erst, wenn die Muskulatur 
in der Phosphatlésung verteilt und angewairmt wird. In Versuch 2 
ist die Milchséiurebildung auch bei dieser Zerschneidung sehr groB 
und wohl nahezu vollstandig. Dabei sind 6,5°, als Brenztraubensiure 
aufgetreten (ohne Sulfit), mit Lactat noch etwas weniger. Dagegen 
erhéht wieder Glykogen und noch mehr Hexosephosphat die Brenz- 
traubensdurebildung, und in beiden Fallen wird die verhaltnismaBige 
Ausbeute durch Sulfit verdoppelt; absolut ist Hexosephosphat in diesem 
Fall noch iiberlegen, weil die Milchsdiurebildung hier ebenfalls steigt, 
aber mit Glykogen zuriickgeht das letztere diirfte indes auf Zufallig- 
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keiten des Versuchs beruhen. Im héchsten Falle, mit Hexosephosphat 

Sulfit erhalten wir hier 25°,, Brenztraubenséiureausbeute oder ab- 
solut 41mg pro Gramm Muskel. Mit Muskelextrakt erhalt man noch 
etwas hohere Ausbeuten. Die besondere Eignung des Hexosediphosphats 
zur Bildung von Brenztraubensiure ist bereits von Neuberg fiir die 
alkoholische Garung gefunden worden!. (Die Ausbeuten von Hahn 
sind auBerordentlich viel geringer, er fand mit Lactat bzw. Hexose- 
phosphat niemals mehr als 1 bis 1,5 mg Brenztraubensaiure pro Gramm 
Muskel, was von uns schon ohne Zusatz erhalten wird.) Ohne Zusiitze 
ist in 3 Stunden bei 20° die Brenztraubensiurebildung in der Regel 
abgeschlossen, kann aber bei Zusatz von Kohlenhydrat auch linger 
fortschreiten, wenn die Milchséiurebildung weiter geht. 

Die in den beiden beschriebenen Versuchen festgestellte Tatsache, 
daB die Brenztraubensaurebildung in der in iiblicher Weise zerschnittenen 
Muskulatur nur gegen 4°,, der Milchsaéure betraigt und daB dann sowohl 
die feinere Zerreibung wie das Vorhandensein eines Abfangsmittels 
die Ausbeute bedeutend steigern, zeigt sich in allen Versuchen. Weiterhin 
ergibt sich, da Kohlenhydratzusatz die Ausbeute stark vermehrt, 
Zusatz von Lactat dagegen entweder, wie in den angegebenen Fallen, 
gar keine Wirkung hat oder gelegentlich auch eine gewisse Steigerung 
bewirkt, aber nur bei niederen absoluten Umsitzen. Zu demselben 
Resultat fiihrten tibrigens die Versuche von Case. Hieraus sieht man 
bereits, daB die spontane Brenztraubensiurebildung nicht aus sekundiir 
umgewandelter Milchsiure stammt, sondern aus einer, auf dem Wege 
des Kohlenhydrats zur Milchsaure fiihrenden Stufe, wobei sie, wie aus 
den spiateren Versuchen wahrscheinlich wird, eine auf dem normalen 
Abbauwege gelegenen Zwischenstufe darstellt. Dab dabei Zusatz 
einer gréBeren Menge Milchséiure unter Umstanden eine gewisse Ver- 
mehrung erzielen kann, zumal wenn die Ausbeute in der Kontrolle 
gering ist, la4Bt sich damit erklaren, daB bei einer starken Anhaufung 
des normalen Endproduktes der ProzeB leichter auf Zwischenstufen 
zum Stehen kommt: ebenso kann man die starkere Brenztrauben- 
siureausbeute bei weitgehender Strukturschadigung, zumal bei herab- 
gesetzter Milchsaurebildung, darauf zuriickfiihren, daB hier die letzten 
Umwandlungsphasen stairker geschidigt werden. Eine Reihe weiterer 
weniger vollstandiger Versuche dieser Art sind in der Tabelle IIL zu- 
sammengestellt. Die Versuche 4 bis 6 mit Kaninchenmuskeln ergeben 
im wesentlichen dasselbe, doch sind sie als Bilanzversuche etwas 
ungiinstiger, weil infolge der hohen Korpertemperatur schon der 
gréBte Teil der anaeroben Milchsaiurebildung zu Versuchsbeginn ab- 
gelaufen ist. 


' Neuberg u. Kobel, diese Zeitschr. 216, 493, 1929. 
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Auch Methylenblau steigert geringfiigig. Diese Steigerung reicht 
nicht im entferntesten an die mit Hexosephosphat heran. 

Case hat in seiner Arbeit einen quantitativen Versuch mit Kaninchen 
inuskelbrei wiedergegeben. Er findet pro Gramm Muskel in 2 Stunden 
mit Sulfit ohne weiteren Zusatz 0.22 mg, mit 0,2°, Lactat 0.47 mg, mit 
0.2°, Starke 3.45 mg, Werte, die jedenfalls der GréBenordnung nach mit 
den unsrigen Ubereinstimmen. 


Il. Der Schwund der Brenztraubensdure im Muskelqewebe. 

DaB Brenztraubensiure bei Gegenwart von Muskelgewebe  ver- 
schwindet, ist schon von verschiedenen Autoren beobachtet. Fraglich 
ist, was aus der Brenztraubensdure wird. Ein Teil mag Parabrenz- 
traubensiure werden, wie von Arebs! angenommen wird. Auch die 
Annahme, da ein gewisser Teil derselben in Milchséiure tibergeht, 
ist nicht unwahrscheinlich, wenn auch der Schwund wohl nicht 
allein auf einera solchen Chergang beruhen wird, und ebensowenig kann 
die Mehrbildung an Milchsaéure in Gegenwart von Brenztraubensaure zur 
Hauptsache darauf zuriickgefiihrt werden: denn meist findet der Haupt- 
schwund der Brenztraubenséiure schon in den ersten Minuten nach 
Zusatz zum Muskelgewebe statt, wo die Milchséurebildung gering 
ist, und andererseits kommt es 6fters auch bei Zusatz kleiner Brenz- 
traubensiuremengen zu einer Mehrbildung an Milchsaure, die das Mehr- 
fache der geschwundenen Brenztraubensiure ausmacht. Diese Mehr- 
bildung kann dann also nur auf einer Steigerung der Geschwindigkeit 
beruhen, wie es nach Mendel auch im Warmbliitergewebe der Fall ist. 
Auch Case berichtet iiber einen wechselnden Schwund an Brenztrauben- 
siure, wobei er keinen Anhaltspunkt fiir einen Cbergang in Milch- 
siure findet. Die folgende Tabelle IV orientiert tiber den Umfang 
des Brenztraubenséureschwundes. In einigen Versuchen kénnte Brenz- 
traubensiureschwund und Milchséurebildung wibereinstimmen, in an- 
deren ist es nicht der Fall, z. B. in Versuch 1 sind in 30 Minuten pro 
Gramm 0.83 mg Brenztraubenséiure verschwunden, wobei die Milch- 
siure kaum vermehrt ist. In den folgenden 2!', Stunden schwinden 
0.45 mg Brenztraubensaure, wihrend 2.1 mg Milchsiure mehr gebildet 
werden, 

Daf der Schwund in Gegenwart von Sulfit ausbleibt, ergibt sich 
aus Versuch 4. Ein weiterer Versuch dieser Art ist auf S. 424 angefiihrt, 
wo der Schwund zugesetzter Brenztraubensaure gleichzeitig mano- 
metrisch und kolorimetrisch verfolgt ist. Nach 3 Minuten war ein Teil 
der zu Kaninchenmuskelbrei zugesetzten Brenztraubenséiure geschwun- 
den, aber im Laufe von 6 Stunden wieder aufgetreten bzw. cine dem 
Schwund entsprechende Menge Brenztraubensiure neu entstanden. 


Klin. Wochenschr. 11, 1744, 1932. 
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Wiirden die Kohlenhydratbestimmungen genau genug sein, so 
wiirde man in jedem Fall ersehen kénnen, ob die Milchsiure aus der 
Brenztraubensiure stammt und wieviei vom anfanglichen Kohlen- 
hvdrat in unbekannter Weise, z. B. durch weitere Umwandlung inter- 
mediarer Brenztraubensaure verschwunden ist; doch ist die Genauigkeit 
der Kohlenhydratbestimmungen nicht zureichend.  Fiihrt man_ sie 
nach dem Verfahren von Lesser- Bissinger aus, so ist der Kohlenhydrat- 
schwund hoéher als die Milchsaéurebildung, besonders, wenn man die 
Muskulatur nicht zerschneidet, sondern mit der Maschine fein zerreibt, 
dagegen fallt nach den alteren Methoden, wo Glykogen und niedere 
Kohlenhyvdrate getrennt bestimmt werden, der ermittelte Schwund 
Ofters zu niedrig aus. Diese Unstimmigkeiten liegen wahrscheinlich, 
zumal in Warmbliitermuskulatur, die friiher nicht untersucht wurde, 
an sekundiren Umwandlungen der durch Hydrolyse entstandenen 
reduzierbaren Zucker, die von dem milchsaurebildenden Enzym schlecht 
angegriffen werden. Gibt man namlich Hexokinase aus Hefe hinzu, 
so wird die Ubereinstimmung von Kohlenhydratschwund und Milch- 
siurebildung befriedigend (vgl. hierzu Tabelle V, Nr. 4). Bei Zusatz 
von Brenztraubensaure ist die Differenz zwischen Kohlenhydratschwund 
und Milchsaurebildung kleiner, aber auch hier entsteht niemals mehr 
Milchsaure, als Gesamtkohlenhydrat verschwunden ist. 

SchlieBlich wurde aus gleichem Grunde das Verhalten des jodessig- 
siurevergifteten| Muskels untersucht. Nach kompletter Vergiftung 
hért die Milchsiurebildung auf, und in cinem spiteren Zeitraum ist 
gelegentlich eine geringe Abnahme von Milchséiure zu beobachten. 
Gibt man Brenztraubensiure hinzu, so findet man statt dessen eine 
geringe Zunahme. Dies kénnte natiirlich fiir einen Cbergang von Brenz- 
traubensaure in Milchsiure sprechen. Auch hier ist aber noch cine 
andere Deutung méglich, denn, wie kiirzlich aus diesem Institut gezeigt 
ist', wird die Jodessigsiurevergiftung schon durch Lactatzusatz so 
abgeschwacht, daB gegeniiber der Kontrolle eine Milchsiureneubildung 
hervorgerufen wird: das gleiche diirfte mit Brenztraubensiure der 
Fall sein. 

111, Umsatz der Brenztraubensdure im Muskeleatrakt. 

Eine Reihe dieser Fragen, die am Muskelgewebe nicht zu ent- 
scheiden sind, lassen sich durch Versuche mit Muskelextrakt beant- 
worten. Besonders giinstig ist hier, daB die einmal gebildete Brenz- 
traubensdure nicht in unbekannter Weise wieder verschwindet, auch 
nicht beim Fehlen eines Abfangmittels, so daB alle auftretenden Unter- 
schiede des Brenztraubensaduregehalts auf Ansammlung einer sonst 


1 O. Meyerhof, Ch. L.Gemmill ou. G. Benetato, diese Zeitschr. 258, 
371, 1933. 
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weiter reagierenden Zwischenstufe zu beziehen sind. Ein weiterer groBer 
Vorteil der Extraktversuche besteht darin, da} der Enzymextrakt bei ge- 
eigneter Herstellung nahezu kohlenhydratfrei ist. Dann laBt sich also 
einwandfrei entscheiden, ob Brenztraubensaure nur in Gegenwart von 
Kohlenhydrat oder aber auch aus Milchsiure entsteht. Ganz besonders 
wertvoll ist das Studium des Umsatzes des Hexosediphosphats. Aus 
friiheren Versuchen! ist bekannt, das Abspaltung von Phosphat und 
Milchsaurebildung im groben ganzen aquimolekular erfolgen. Danach 
muB sich entscheiden lassen, ob die mit Sulfit erfolgende Brenztrauben- 
saurebildung das Aquivalent fiir nicht aufgetretene Milchsaure ist, und 
ob die reduzierte Stufe, die neben der Brenztraubensiure auftreten muB, 
aus dem zugesetzten Substrat stammt oder aus der Muskelsubstanz 
selbst. In den bereits erwihnten Versuchen von Case hat sich der Autor 
auf die Messung der Brenztraubenséurebildung allein beschrankt und 
zwar unter Benutzung von Sulfit als Abfangmittel. Er findet z. B. pro 
10 cem Extrakt unter solchen Bedingungen direkt bzw. mit Zusatz 
von Lactat etwa 1 bis 1,5 mg, mit Starke 10 bis 17 mg, mit Hexose- 
phosphat 14 bis 20 mg Brenztraubensiure. Wir lenkten bei unseren 
Versuchen unser Augenmerk erstens auf das Verhaltnis der Brenz- 
traubensiureausbeute mit und ohne Abfangmittel, zweitens auf das 
Verhaltnis der Brenztraubensaure- und Milchsiurebildung und den 
Umsatz des Phosphats dabei, drittens auf die Bedingungen, die zu einer 
maximalen Brenztraubensaéurebildung fiihren, schlieBlich auf die 
Feststellung des reduzierten Dismutationsproduktes. 

Schon eine Reihe orientierender Versuche mit der Farbenreaktion 
von Simon-Piaux lieB erkennen, daB die Ausbeute, abgesehen von 
der Art des Kohlenhydrats und dem Vorhandensein eines Abfang- 
mittels stark vom px abhangig ist, weiterhin von der Extraktherstellung 
(d. W.-Extrakt ist viel giinstiger als KCl-Extrakt) und von der Konzen- 
tration des Extrakes und des zugesetzten Kohlenhydrats. Dieses 
Maximum liegt bei einem héheren py-Wert als das Maximum der Milch- 
siurebildung und auch bei einer héheren Extraktverdiinnung. Dab 
kein Schwund der Brenztraubenséure erfolgt, sieht man aus dem 
folgenden Versuch. Pro Ansatz (5 cem KCIl-Extrakt von Kaninchen 
auf 10cem Gesamtfliissigkeit) zugesetzt 2cecm Brenztraubensaure 

11.5 mg Brenztraubensiure. Gefunden: 


Guteme MOCh BUMS . «2 ss oe wo ws we el + EEO 
nach 3 Stunden ohne Sulfit. . . . .. . . . 11,96 
3 sa mit oo (2. 30-*mol.) . . 1528 | 


Die geringe Zunahme entspricht hier der spontan aus praformiertem 
Kohlenhydrat auftretenden Menge. Tatsachlich erfolgt nunmehr auch 


1 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 178, 462, 1926. 
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keine Milchsiurebildung durch Zusatz von Brenztraubensiure. — In 
Gegenwart von Glykhogen wird durch Brenztraubensaurezusatz die 
Milchsaurebildung entweder gar nicht oder fiir ganz kurze Zeit un- 
bedeutend erhéht. Jedenfalls ist hier die Wirkung der Brenztrauben- 
siure auf die Milchsaurebildung so gut wie verschwunden. 

Wie sich die Bilanz der Brenztraubensdurebildung unter diesen 
Umstanden gestaltet, ersieht man aus den beiden typischen Versuchen, 
die in Tabelle VII mit d. W.-Extrakt von Kaninchenmuskulatur wieder- 
gegeben sind. Aus ihr geht hervor, daB spontan nur ganz wenig Brenz- 
traubensiure ebenso wie Milchsaiure auftritt, daB dies durch Lactat- 
zusatz nicht beeinfluBt wird, wahrend mit Glykogen und Hexose- 
diphosphat Milchsiurebildung und Brenztraubensdiurebildung enorm 
ansteigen. Im wesentlichen ist die Brenztraubensdiurebildung nach 
3 Stunden abgeschlossen. Auch ohne Sulfit entsteht, wie man in allen 
Versuchen sieht, Brenztraubensiure, aber nur héchstens ein Drittel 
soviel wie mit Sulfit und gegen 5°, der gleichzeitigen Milchsaure!. 
Das, was in den Sulfitversuchen an Brenztraubensiure mehr gefunden 
wird, ist dann im allgemeinen als Milchsiure weniger vorhanden, so 
daB im groBen ganzen bei gleicher Hexosephosphatmenge der Gesamt- 
umsatz gleich ist (siehe die vorletzten Spalten der Tabelle VIL und VIII). 
In dem ersten Versuch der Tabelle VII ist die Phosphatspaltung, 
zumal nach 6 Stunden, gr6Ber als die Summe von Milchsaéure und Brenz- 
traubenséure. In langen Zeiten ist dies immer der Fall, falls nicht schon 
vorher der Ester total umgesetzt ist, weil die Phosphatase widerstands- 
fahiger ist als das milchséiurebildende Ferment. Bei guten Extrakten, 
in denen in kurzer Zeit der Ester zur Hauptsache aufgespalten ist, 
stimmen jedoch die Summe von Milchsiure und Brenztraubensiure 
mit der anorganischen Phosphatmenge gut iiberein: dies zeigt z. B. der 
zweite Versuch. Mit Erhéhung der Hexosephosphatkonzentration 
nimmt die Brenztraubensiure zu, andererseits ist die Ausbeute mit 
gereinigtem Natriumhexosephosphat kleiner als mit kéuflichem Mag- 
nesiumhexosephosphat. Das liegt nicht am Magnesium, sondern jeden- 
falls an Aktivatoren, die in dem unreinen Praparat mit enthalten sind, 
und gilt auch fiir die Milchséurebildung. 

In der Tabelle VIII sind aus einer gréBeren Zahl von Versuchen 
einige charakteristische ausgewahlt. Versuch 1 zeigt, da Bicarbonat 
und Phosphatlésung (NagHPO,) gleich giinstig sind. Wenn man da- 
gegen das pu der Phosphatpufferlésung auf 7,0 bringt, wird die Brenz- 
traubensaurebildung geringer. Aus Versuch 2 geht hervor, daB cine 
gewisse Verdiinnung des Extraktes vorteilhaft ist. Die Verdiinnungen 


' Aus Hexosediphosphat und ebenso aus Hexosemonophosphat entstelit 
ohne Sulfit viel mehr Brenztraubensaure als aus Glykogen, m/f Sulfit ist 
der Unterschied geringer. 
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] Extrakt + 1d. W. bzw. + 2d.W. sind gleichwertig, wahrend die 
Verdiinnung | Extrakt + 05d. W. zu gering ist. In diesem Fall ist, 
wie man sieht, die Brenztraubenséureausbeute nur halb so grob. 

Wie hoch man durch Vermehrung der Hexosephosphatkonzen- 
tration die Brenztraubensaurebildung steigern kann, ergibt sich aus 
den Versuchen 3 und 4, wo pro 10 ccm Extrakt entsprechend 4g Mus- 
kulatur 23 mg Brenztraubensiure entstehen; das hiebe pro Gramm 
Muskel 6.0 mg Brenztraubensaiure. Das ist eine noch etwas héhere 
Ausbeute, als man im Muskelbrei mit Hexosephosphat erhalt. Fiir die 
maximale Ausbeute ist also jedenfalls zur Hauptsache die Menge des 
umzusetzenden Substrats entscheidend, indem im gleichen Extrakt 
das Verhaltnis der gebildeten Brenztraubensaure zur gebildeten Milch- 
siure ungefihr konstant bleibt, wenn man die Hexosephosphatkonzen- 
tration im Verhaltnis 1:4 vermehrt (vgl. letzte Spalte Versuch 4). 
Allerdings wird nicht der Gesamtumsatz im selben Verhaltnis wie die 
Hexosephosphatkonzentration erhéht, weil die Geschwindigkeit nicht 
proportional der Konzentration steigt und das Enzym nicht beliebig 
lange aktiv bleibt, so daB ein um so gréBerer Teil des Substrats der 
Spaltung entgeht, je héher die Ausgangskonzentration ist. In Gegenwart 
von Sulfit kann mehr Brenztraubensiure als Milchsaiure entstehen. 
Dabei ergibt sich immer, daB der Phosphatumsatz und ebenso die 
Gesamtspaltung Milchsiure und Brenztraubensdiure mit und ohne Sulfit 
im wesentlichen gleich sind, so daB sich Brenztraubensaiure und Milch- 
siure wechselweise vertreten. 

Ahnlich liegen die Verhaltnisse bei Glykogen, nur ist. hier die 
Brenztraubensaurebildung relativ kleiner, ferner findet eine zusatzliche 
Veresterung statt, die, wie schon friiher dargelegt!, nicht in Aquivalentem 
Verhaltnis zur Milchsaéurebildung steht. 

Zusatz von Methylenblau hat keinen entscheidenden Einflub, wie 
aus Versuch 5 hervorgeht (die Methode von Case laBt sich auch in Gegen- 
wart von Methylenblau anwenden, da der Farbstoff zur Hauptsache 
mit Trichloressigsiure ausfallt und der Rest nicht in das Athylacetat 
iibergeht). 

Versuche mit dialysiertem Extrakt. 


Dab die Brenztraubensdurebildung nicht von der Anwesenheit der 
Milchsaiure abhangt, sondern auf dem Wege von Kohlenhydrat in Milch- 
siure erfolgt, ergibt sich weiterhin durch Dialyse des Extraktes. Fehlt 
das Co-Ferment der Milchsaurebildung, so entsteht keine Brenztrauben- 
siure, auch nicht nach Lactatzusatz. Setzt man Adenylpyrophosphat 
und Magnesium hinzu, so ist mit Glykogen die Brenztraubensaurebildung 
etwa ebensogroB wie in nicht dialvysiertem Extrakt. So wurden in KCI- 


' O. Meyerhof, diese Zeitschr. 178, 462, 1926; 183, 176, 1927. 


Biochemische Zeitschrift Band 260. 99 








440 O. Meyerhof u. D. Me Eachern: 


Extrakt von Kaninchenmuskeln, der 4 Stunden gegen KC! dialysiert 
war, in Gegenwart von Sulfit in 3 Stunden bei 20° pro 10 cem gebildet 
aus Glykogen: ohne Co-Ferment keine meBbare Menge, mit Adenyl- 
pyrophosphat und Magnesium 6,62 mg Brenztraubensdéure und 4,4 mg 
Milchsaure. 

Anders steht es mit der Brenztraubensdurebildung aus Methyl- 
glyoxal. Schon Case hat gefunden, daB sie im frischen Extrakt unverhalt- 
nismaBig viel kleiner ist als aus Starke oder Hexosephosphat, hat aber 
dennoch dem Methylglyoxal die Rolle eines Zwischenproduktes zu- 
geschrieben, indem er, entsprechend der Annahme Neubergs ein irgend- 
wie umgewandeltes reaktionsfaihiges Methylglyoxal an Stelle des svn- 
thetischen dafiir in Anspruch nimmt. Nun ist kirzlich von Lohmann 
aus diesem Institut gezeigt, daB Methylglyoxal von tierischen Geweben 
und Extrakten nur in Gegenwart reduzierten Glutathions in Milchséiure 
umgewandelt wird, so daB es durch Dialyse leicht gelingt, ein Enzym- 
system zu erhalten, das (nach Zusatz von Magnesium und Adenyl- 
pyrophosphat) zwar glatt Glykogen, Starke und Hexosephosphat, aber 
nicht mehr Methylglyoxal in Milchsiure umwandelt. Die unbekannte 
3 C-Substanz, die zwischen Glykogen und Milchséure gelegen ware 
und die man als hypothetisches Isomeres des Methylglvoxals anzusehen 
hatte, wiirde dann in jedem Fall aus dem synthetischen Methylglyoxal 
nur in Gegenwart von Glutathion erhalten und ist keineswegs im Gleich- 
gewicht mit synthetischem Methylglyoxal in dessen Lésung_ vor- 
handen. Es zeigt sich nun aber, daB in dialysiertem Froschmuskel- 
extrakt, der ohne Glutathion so gut wie keine Milchsiéure aus Methvyl- 
glyoxal mehr bildet (0,75 mg in 10 ccm Extrakt in 6 Stunden), mit 
Glutathion dagegen das gesamte zugesetzte Methvlglvoxal (— 22 mg 
Milchséiure) umsetzt, in Sulfitgegenwart ohne Glutathion viermal soviel 
Brenztraubensaure entsteht (0,42 mg) als im zweiten Fall, in Anwesen- 
heit von Glutathion (0,11 mg). Danach entsteht die Brenztraubensaure 
gar nicht aus dem hypothetischen Durchgangsprodukt der Kohlenhydrat- 
spaltung, das von Methylglyoxal aus mittels Glutathion erreicht werden 
kénnte: nahezu sicher verdankt die geringe auftretende Menge Brenz- 
traubensiure sekundéiren Reaktionen des Methylglvoxals ihr Ent- 
stehen, die keinen Zusammenhang mit der Methvlglvoxalase haben, 
da die Ausbeute um so gr6éBer wird, je langsamer es enzymatisch ver- 
braucht wird und es ja auch auf rein chemischem Wege gelungen ist, 
Brenztraubensaure bei Zimmertemperatur in neutraler Losung anaerob 
aus Methylglyoxal zu erhalten’. 


1 Vogl. Smythe, Chem. Ber. 65, 819, 1268, 1932; diese Zeitschr. 257, 371, 
1933, der zeigte, daB die von dem einen von uns (O. Meyerho!) beobachtete 
Saurebildung aus Methylglyoxal in Gegenwart von KCN als Katalysator 
auf der Bildung von Brenztraubensaure beruht. 
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Reduziertes Aquivalent der Brenztraubensaure. 

Nun erhebt sich die entscheidende Frage, was ist als reduziertes 
Aquivalent gebildet? Da es jedenfalls beim Umsatz des Hexose- 
phosphats zur Hauptsache kein freies Glycerin sein kann, zeigen die 
P-Bilanzen, denn dasjenige Hexosephosphat, was nicht als Brenztrauben- 
saure oder Milchsaure aufgetreten ist, ist noch als Phosphorsdureester 
vorhanden, sonst kénnten die Phosphatbilanzen nicht stimmen. Es hatte 
z. B. bei den gréBten Umsatzen in den Tabellen VII und VIII 10 bis 
15mg P,O; pro 10 cem Extrakt mehr abgespalten werden miissen, als 
der Aquivalenz von Milchsiure + Brenztraubensiéure einerseits und 
Phosphat andererseits entspricht, falls fiir jedes Brenztraubensiure- 
aquivalent ein freies Aquivalent Glycerin aus der Hexose entstiinde. 
Nun ist zwar meist etwas mehr Phosphat abgespalten als fiir die 
Aquivalenz nétig ist, aber dies ist ohne Sulfitzusatz ebenso, und dann 
macht die Mehrabspaltung in der Regel nur etwa ein Drittel derjenigen 
aus, die im Falle der Bildung freien Glycerins erfordert wird (vgl. die 
Chereinstimmung der beiden vorletzten Kolonnen in Tabelle VII, 
Versuch 2 und Versuch 3. 4 und 5 der Tabelle VIII). 

Es ist aber der vorhandene Phosphorsdureester doch keine un- 
veranderte Harden-Youngsche Saure. Dies ergibt sich aus den Hydro- 
Ivsenkurven (nach Lohmann). Diese Hydrolysenkurven wurden in 
einem groBen Teil der Falle bestimmt, und es zeigte sich stets, da} der 
vorhandene Rest der gebundenen Phosphorsiure aus ganz schwer 
hydrolysierbarem Ester besteht. Es entstand daraus der Verdacht, 
daB es sich um Glycerinphosphorsaure handeln kénnte. Dab dies tat- 
sichlich der Fall ist, ist in gleichzeitigen Versuchen in Gemeinschaft 
mit Kiessling festgestellt!. Die betreffenden Versuche werden spater 
gesondert ver6ffentlicht. Hier sei nur erwaihnt, daB die Ausbeute am 
Anfang am gr6Bten ist und daB die Glycerinphosphorsdiure spaterhin 
auf bisher noch nicht aufgeklarte Weise enzymatisch wieder verschwindet. 

So wurde z. B. pro 10 cem Extrakt gefunden: aus zugesetzter Hexose- 
diphosphorsaure in 1%/, Stunden 13,4mg_ Brenztraubensaure, 6,9 mg 
Glycerin als Glycerinphosphorsaure, 2,5 mg freies Glycerin; in 3 Stunden 
im gleichen Versuch 15.6mg_ Brenztraubenséure, 8.2 mg Glycerin als 
(lycerinphosphorsiure, 1.0mg frei; nach 5%), Stunden 16,.4mg_ Brenz- 
traubensaure, 3,3 mg gebundenes, 0.64 mg freies Glycerin. 

Fiir die ersten 1°/, Stunden ist danach die Glycerinmenge 65°,, fiir 
3 Stunden 56,5 °,, fiir 5°/, Stunden nur noch 19°, der Brenztraubensaure, 
die selbst wahrend dieser Zeit noch langsam zunimmt. Ganz alhnlich ver 
liefen die Versuche mit Glykogenzusatz zum Muskelextrakt. wo nach 
2 und 4 Stunden etwa 50% des Aquivalents als G!ycerinphosphorséure 
und Glycerin erhalten werden (nach 4 Stunden pro 10 cem Extrakt 16.8 mg 
Brenztraubenséure; 8.2 mg Glycerinphosphorsaure und 0.36 mg_ freies 


1 Vorlaufige Mitteilung 20. Februar 1933, Naturwiss. 21, 223, 1933. 
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Glycerin, zusammen 49%), waihrend nach 6 Stunden sich nur noch etwa 
30% der aquivalenten Glycerinmenge vorfinden. 

Die Glycerinbestimmungen wurden nach Abtrennung des Barium- 
salzes nach Zeisel-Fanto! in der Mikroanordnung von Pregl? ausgefiihrt, 
wortiber in der Arbeit mit Kiessling genauer berichtet wird. Das isolierte 
Ba-Salz, sowie das daraus dargestellte Chininsalz zeigen die Eigen- 
schaften der x-Glycerinphosphorsaure. Man darf daher annehmen, 
daB primar das Hexosediphosphat, und zwar sowohl der zugesetzte 
Harden-Youngsche Ester wie der im Extrakt aus Glykogen gebildete, 
bei der glykolytischen Spaltung in einen Kérper von der Oxydations- 
stufe der Brenztraubensaure und 1 Mol «-Glycerinphosphorsiure zerfallt. 
Wenn die Brenztraubensiure durch Sulfit abgefangen und dadurch 
dem weiteren Umsatz entzogen wird, hauft sich zunaichst die Glycerin- 
phosphorsiure an, kann aber in unbekannter Weise weiter reagieren 
und verschwindet allmahlich wieder. Dieser ganze Vorgang hat eine 
weitgehende Ahnlichkeit mit dem Verlauf der alkoholischen Géarung, 
wo nach Newberg? beim Abfangen des aus der Brenztraubensaure 
carboxylatisch entstandenen Acetaldehyds mittels Sulfits eine aqui- 
valente Menge Glycerin entsteht (zweite Vergdirungsform), wahrend 
es andererseits bei geeignet vorbereiteter Hefe gelingt, ohne Abfang- 
mittel aus Hexosediphosphat und Glucose (in schwach alkalischem 
Milieu) aquivalente Mengen Brenztraubensaiure und Glycerin direkt 
zu erhalten 4, 

Wieweit im iibrigen noch kleine Brenztraubensiuremengen durch 
Oxydation mittels in der Muskulatur vorhandener Oxydantien (so- 
genannte Wasserstoffakzeptoren) entstehen kénnen, sei dahingestellt, 
die Hauptmenge entsteht jedenfalls durch Dismutation. 


SchluBfolgerungen. 

Hier sei kurz das Ergebnis unserer Versuche besprochen. Unzweifel- 
haft zeigt sich, daB die Brenztraubensiure nicht aus sekundairer Um- 
wandlung der Milchsaiure entstanden ist, sondern bei dem Ubergang 
von Kohlenhydrat in Milchsiure, wobei sie durch Abfangen stark 
angereichert wird. Dabei sind solche Bedingungen giinstig fiir eine 
groBe Ausbeute, die einen engen Kontakt des Abfangmittels mit dem 
enzymatischen Wirkungsort erméglichen, also am besten die Uber- 
fiihrung des Enzyms in Lésung. Bei der in der tiblichen Weise zer- 
kleinerten Kaltbhitermuskulatur entstehen anaerob, ohne Abfangmittel, 


' Zeitschr. f. anal. Chem. 42, 549, 1903. 
* Die quantitative organische Mikroanalyse, 2. Aufl., Berlin, J. Springer, 
1923. 
8 Neuberg u. Reinfurth, diese Zeitschr. 92, 234, 1918. 
Neuberg u. Kobel, ebenda 219, 490, 1930; 229, 446, 1930. 
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nur 2 bis 5°,, Brenztraubensaure im Verhaltnis zur Milehsaure. Dahin- 
gestellt bleibt zunachst, ob eine derartige stabile Brenztraubensaure 
direkt als Intermediarprodukt der Umwandlung des Kohlenhydrats 
in Milchsiure anzusprechen ist, oder ob ein anderer Koérper von der 
Oxydationsstufe der Brenztraubensiure gebildet wird, der dann mit 
der reduzierten anderen Halfte des Hexosemolekiils weiter reagiert, 
so daB daraus 2 Molekiile Milchsaéure resultieren!. Wird dagegen die 
Brenztraubensiure abgefangen, so verlauft der ProzeB nur bis zur 
Brenztraubensaéure, und gleichzeitig hauft sich als Stabilisierungs- 
produkt der reduzierten Stufe «-Glycerinphosphorsaure an. Damit riickt 
die Milchsiurebildung als Oxydoreduktionsvorgang wieder von einer 
ganz anderen Seite in die Nahe der alkoholischen Garung. Die von 
Hahn und Mitarbeitern aus ihren unvollstandigen und nur halbquanti- 
tativen Versuchen gezogenen SchluBfolgerungen miissen abgelehnt 
werden. 
Zusammenfassung. 


In zerschnittener Muskulatur in Phosphatlésung tritt bei maximaler 
Milchsdiurebildung eine Brenztraubensiuremenge auf, die etwa 2 bis 4°, 
der Milchsaure betragt. Diese Menge steigt bei fein zerriebenen Muskeln 
unter Herabgehen der Milchséurebildung an und noch weiter bei Zusatz 
eines Abfangmittels, wo schlieBlich die Brenztraubensiureausbeute 
35°, der Milchséure betragen kann. Durch Lactatzusatz wird die Brenz- 
traubensaurebildung nur ganz geringfiigig vermehrt, stark aber durch 
Zusatz von Glykogen und Hexosephosphat. Zur Muskulatur zugesetzte 
Brenztraubensaure verschwindet in geringer Menge, besonders zu Beginn. 
Doch beruht die Steigerung der Milchséiurebildung in Gegenwart von 
Brenztraubensaiure nicht allein auf diesem Schwund. 


In kohlenhydratfreiem Enzymextrakt verschwindet keine zu- 
gesetzte Brenztraubensaure, trotzdem wird auch hier die Brenztrauben- 
siureausbeute aus Kohlenhydrat durch Sulfit ums Mehrfache gesteigert, 
woraus hervorgeht, daB diese Steigerung auf einer Anhaufung durch das 
Abfangen, aber nicht auf einem Schutz vor sekundarer Zerstérung 
beruht. Wie schon von Case beobachtet, wird durch Glykogen bzw. 
Stirke und Hexosediphosphat eine groBe Bildung von Brenztrauben- 
siure erhalten, nicht aber durch Milchséurezusatz. Die Brenztrauben- 
siure entsteht danach auf dem Wege der Umwandlung des Kohlen- 
hvdrats in Milchsaure, wobei ihre Ausbeute mit Erhéhung der Kohlen- 
hvdratkonzentration steigt. Beim Abfangen mit Sulfit sinkt dabei 
die Milchsiure um den Betrag ab, um den die Brenztraubensaure 
vermehrt ist. 


1 Vel. aber den Nachtrag. 
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Die Brenztraubensdiure entstammt einer Dismutation des Hexose- 
diphosphats, wobei neben der oxydierten Stufe Brenztraubensaure als 
reduzierte Stufe x-Glycerinphosphorsdure auftritt (neben etwas freiem 
Glycerin). 


Wir danken Herrn W. Schulz fiir seine Mithilfe bei den Versuchen. 


Nachtrag. 


Nach AbschluB des Manuskripts erschien eine wichtige vorliufige 
Mitteilung von G. Kmbden, Deuticke und Kraft', wonach es den Autoren 
gelang, bei Zusatz von Hexosediphosphat zu Kaninchenmuskelbrei Phospho- 
gilycerinsdure zu_isolieren. Diese Phosphoglycerinséiure wandelte sich 
weiterhin in der Muskulatur in Brenztraubenséure um. Sie nehmen dabei 
als reduziertes Dismutationsprodukt  %-Glycerinphosphorséiure an, die 
sie Jedoch bisher nicht nachweisen konnten. In unseren Versuchen, beim 
Abfangen der Brenztraubenséure, gelingt nun der Nachweis und die Iso- 
lierung der x-Glycerinphosphorséiure ohne Schwierigkeit. Unsere Arbeit 
bildet daher eine genaue Erganzung der von Embden mitgeteilten Versuche. 

Zur Priifung seiner Hypothese, nach der die Milchséurebildung einer 
Reaktion zwischen Brenztraubenséiure und «-Glycerinphosphorséure ihr 
Entstehen verdankt, haben wir nachtraglich einige Versuche ausgetiihrt, die 
zu einer volligen Bestaétigung dieser Annahme gefiihrt haben. Wie oben 
dargelegt, schwindet Brenztraubensiure aus kohlenhydratfreiem Muskel- 
extrakt nicht. Gibt man aber nun aus Muskulatur isolierte x-Glycerin- 
phosphorsaéure in nahezu aquivalenter Menge hinzu. so verschwindet die 
Brenztraubensiure und gleichzeitig entsteht Milchsaure. Die Milchsaure- 
bildung ist dabei etwa doppelt so groB wie der Sehwund der Brenz- 
traubensiure, woraus hervorgeht, daB hier ein Oxydoreduktionsvorgang 
stattfindet, in dem sich sowohl die Brenztraubenséure wie das Glycerin 
in Milchsiure umwandelt. In Gegenwart einer Fluoridkonzentration, die 
die Milchsaéurebildung aus Glykogen und Hexosephosphat véllig hemimt, 
wird die Milchséurebildung aus Brenztraubenséure — (Glycerinphosphor- 
siure nicht verringert. Jetzt ist aber Brenztraubensaureschwund und 
Milchséurebildung aquivalent, wahrend von der Glycerinphosphorsiaure 
ohne Abspaltung von P gut das halbe Aquivalent der Brenztraubensiure 
verschwunden ist und sich jedenfalls in eine héhere Oxydationsstufe, 
wahrscheinlich Phosphoglycerinséiure umgewandelt hat. 

A. Gefunden wurde in 10cem Extrakt nach 3 Stunden bei 20°: 

1. Nach alleinigem Zusatz von 18 mg Brenztraubensaure: geschwunden 
1.8 mg Brenztraubensaure, gebildet 1,2 mg Milchsaure. 

2. Nach alleinigem Zusatz von «-Glycerinphosphorséure (unreines 
Ba-Salz aus Muskulatur, etwa 13 mg Glycerin enthaltend): gebildet 2.3 mg 
Milchsaure. 

3. Nach Zusatz von 18 mg Brenztraubenséure und Glycerinphosphor- 
saéure wie 2.: geschwunden 15,8 mg Brenztraubensiaure, gebildet 25,2 mg 
Milchséure. 

Es sind also 14 mg Brenztraubenséure mehr geschwunden als in 1. und 
24mg Milchséiure mehr gebildet. 


' Klin. Wochenschr. 12, 213 (11. Februar), 1933. 
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B. Gefunden wurde in 10 cem Extrakt nach 3 Stunden bei 20°: 

1. Nach Zusatz von 16,75 mg Brenztraubenséure: 1.4 mg _ Brenz- 
traubensaure hinzugebildet und 2,8 mg Milchséure; 2,3 mg H,PO, ab- 
gespalten. 

2. Nach Zusatz von 16,75 mg Brenztraubensaéure und = x-Glycerin- 
phosphorsaure aus Muskulatur mit 7.5 mg Glycerin: 6,75 mg Brenztrauben- 
saure geschwunden, 17,9 mg Milchsaéure gebildet, 9,6 mg H, PO, abgespalten. 

3. Zusatz wie 2., aber mit 2. 10-* NaF: 15,25 mg Brenztraubensaure 
geschwunden, 18,9 mg Milchsaure gebildet, 1,8 mg H, PO, verestert. Gegen- 
iiber 1. sind ohne Fluorid also 15,1 mg Milchséure mehr gebildet, 7.3 mg 
Phosphorséure abgespalten, 8,1 mg Brenztraubenséure geschwunden; mit 
Fluorid dagegen 16,1 mg Milchsaéure gebildet, 16.7 mg Brenztraubensaure 
ygeschwunden, keine Phosphorséiure abgespalten. 

Unter entsprechenden Umstanden schwanden ferner bei Benutzung 
von synthetischer z-Glycerinphosphorsaure ohne Fluorid 7,8 mg_ Brenz- 
traubensdiure und 8,0mg Glycerin bei Bildung von 15,5 mg Milchsaure; 
mit Fluorid dagegen 12,3 mg Brenztraubenséure und 9,0 mg Glycerin bei 
Bildung von 12,75 mg Milchsaéure (in letzterem Falle ohne P-Abspaltung). 

Aus den Versuchen folgt, dab tatsachlich Brenztraubenséure mit 
a-Glycerinphosphorsaure (/-Glycerinphosphorséure ist unwirksam) unter 
Bildung von 1 Mol Milehsaéure und 1 Mol Triosephosphorséure reagiert ; 
die letztere dismutiert dann wieder in x-Glycerinphosphorsaure und Phospho- 
glycerinsaure. Fluorid hemmt aber offenbar die Wiederaufspaltung der 
letzteren!, 

Ferner mul auch daran gedacht werden, dab der oben erwahnte 
voriibergehende Schwund von Brenztraubenséure in zerschnittenen Muskeln 
und das uniibersichtliche Verhalten der Milchséurebildung dabei mit An- 
oder Abwesenheit von Glycerinphosphorséure zusammenhangt. 

Eine weitere Ubereinstimmung besteht zwischen den Embdenschen 
SchluBfolgerungen und den unsrigen darin, dab die Brenztraubenséure 
nicht auf dem Wege iiber Methylglyoxal gebildet wird. Da man nun die 
a-Glycerinphosphorsiure als direktes reduziertes Spaltprodukt der Hexose- 
phosphorsiure auffassen kann, ebenso wie die Phosphoglycerinsaéure als 
direktes oxydiertes, so bleibt fiir das intermediaére Auftreten von Methyl- 
glyoxal kein Platz. Diese Annahme mu daher durch die Embdensche 
Hypothese ersetzt werden, die in unseren Versuchen vollkommen bestatigt 
worden ist. 


Anmerkung bei der Korrektur. Wie inzwischen gefunden, greift das 
Fluorid tatsachlich bei der Spaltung der Phosphoglycerinséure an, wahrend 
die anderen Teilvorgainge der Milchséurebildung nicht gehemmt werden. 











Eine neue Bestimmung der Verbrennungswirme des Glykogens. 


Von 


N. Brookens}. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir medi- 
zinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 27. Februar 1933.) 


Vor etwa 3 Jahren iibergab Herr Professor Herzog vom Kaiser 
Wilhelm-Institut fiir Faserstoffchemie Herrn O. Meyerhof eine durch 
Elektrodialyse besonders gereinigte Probe von Glykogen aus Muscheln, 
um daran die Verbrennungswirme neu zu bestimmen. Das von Merck 
bezogene Rohglykogen aus Mytilus war im Institut fiir Faserstoffchemie 
nach den Angaben von R.0O. Herzog und W. Reich? durch Lésen in 
verdiinnter Natronlauge, sieben- bis achtmaliges Umfallen mit Alkohol- 
Ather, Lésen in Wasser, Elektrodialyse, EKindampfen im Vakuum, 
nochmalige Fallung mit Alkohol-Ather und Trocknung im Hochvakuum 
bei 80° gereinigt. Nach der hier ausgefiihrten Mikroanalyse enthielt 
das Praparat allerdings noch 0,36°, Asche, stimmte aber im iibrigen 
mit dem theoretischen Wert ebenso wie die Praparate von Herzog 
und Reich genau iiberein (s. unten Tabelle III). Da die friiher von 
R. Meier und O. Meyerhof® benutzten Glykogenpraparate 1,2 bis 1.5°, 
Asche enthalten hatten, erschien es erwiinscht, mit diesem weniger 
aschehaltigen Praiparat die Bestimmung der Verbrennungswairme zu 
wiederholen. Ich benutzte dafiir die Mikrobombe von Roth4. 

Die von den verschiedenen Autoren erhaltenen Werte der Verbren- 
nungswirme weichen erheblich voneinander ab. Zu beriicksichtigen ist 
allerdings stets, ob die wasserfreie Substanz oder ein Hydrat verbrannt ist, 
da die Lésungswarme des Anhydrids 27 g-cal, diejenige des angenaherten 
Monohydrats C, H,)0; . H,O nur etwa 7 cal betragt. Ferner ist es méglich, 
daB Glykogen verschiedener Herkunft abweichende Verbrennungs- 


' Deutsch-amerikanischer Austauschstudent. 
2 Chem. Ber. 62, 496, 1929. 

3 Diese Zeitschr. 150, 233, 1929. 

4 Bezogen von Hugershoff, Leipzig. 
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wirmen besitzt. R. Meier und O. Meyerhof erhielten in sieben Be- 
stimmungen fiir 0.9g Anhydrid von Mytilusglvkogen 3820.5 cal, fiir 
Froschmuskelglykogen (fiinf Bestimmungen) 3807 cal. 

Der alteste Wert der Verbrennungswarme stammt von Stohmann und 
Schmidt! und betragt fiir 0.9 g Anhydrid 3771 cal. Dasselbe fand Ginsberg 
unter Roth*® (3769 cal), beides fiir Kaninchenleberglykogen. Emery und 
Benedict® fanden fiir Ascarisglykogen 3805 cal, wobei sie jedoch den Wert 
aus der abgegebenen Kohlensaure berechneten, da sie kein vollig gereinigtes 
Priparat zur Verfiigung hatten. Einen viel héheren Wert fand Slater 4, 
nimlich 3843 fiir |g Glykogenhydrat. welches unter Beriicksichtigung der 
Lésungswairme etwa 3865 cal fiir 0,9 ¢ des Anhydrids ergeben wiirde. 

Ich versuchte zunachst, das von Slater beschriebene Monohydrat 
zu erhalten, stellte aber, ebenso wie R. Meier und O. Meyerhof fest, 
daB es kein solches definiertes Hydrat gibt, sondern daB an der Luft 
befindliches Glykogen nur ungefahr 1 Mol Wasser aufnimmt. Ich be- 
nutzte daher ein hydratisiertes Glykogen ohne vorherige Trocknung 
und entnahm gleichzeitig mit der Herstellung der Pastille fiir die Ver- 
brennung eine Probe, die iiber P,O; im Hochvakuum (- 0.01 mm Hg) 
bei 100° getrocknet wurde, woraus der jeweilige Wassergehalt bestimmt 
wurde. AuBerdem wurden gleichzeitig Mikroanalysen von Herrn 
Dr. Roth (Institut fiir Chemie) ausgefiihrt. 

Die Verbrennungen wurden im thermokonstanten Raum vor- 
genommen (17,59 — 0,5°). Ausfiihrung und Berechnung der Korrekturen 
geschah nach Roth®. In einigen Fallen wurde direkt mit dem eingepreBten 
Platindraht geziindet, spiter mit einem Baumwollfaden, dessen Ver- 
brennungswirme bestimmt wurde. Die Ablesung geschah mit einem 
gepriften Beckmann-Thermometer. Nach der Verbrennung wurden die 
Gase durch eine Absorptionskolonne geleitet, das absorbierte CO, 
gewogen. Indessen waren die auf diese Weise erhaltenen Werte nicht 
genau und sind fiir die Berechnung der Verbrennungswairme nicht 
benutzt worden. Die Bombe wurde vor dem Schlieben mit Sauerstoff 
gewaschen, die geringe Stickstoffmenge, die trotzdem noch verbrannte, 
wurde mit Natriumcarbonat titriert. 

Als Eichsubstanzen dienten Benzoesaiure und Salicylsiure. — Fiir 
die erstere wurden 6324 cal pro Gramm, fiir die letztere 5239 cal pro 
Gramm angesetzt. Alle Wagungen geschahen auf einer Kuhlmannschen 
Mikrowaage. Die gute Ubereinstimmung der Eichwerte ersielt man aus 
Tabelle I. Die Verbrennungswirmen des Glykogens sind in Tabelle II 


' J. f. prakt. Chem. 50, 385, 1894. 

2 Dissertation, Braunschweig. 1923. 

3 Amer. J. of Physiol. 28, 301, 1911. 

4 Biochem. J. 18, 629, 1924. 

5 Houben-Weyl, Method. d. organ. Chem.. 3. Aufl... 1. Lo76ft. 
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wiedergegeben; abgesehen von einem herausfallenden Wert liegen sie 
zwischen 3737 und 3763 fiir das Hydrat, durchschnittlich 3755 (wenn der 
herausfallende Wert von 3806 mit halbem Gewicht angesetzt wird). 
Der Wert ist noch zu korrigieren fiir einen Aschegehalt von 0,36°,. 
Im iibrigen stimmt, wie man sieht (Tabelle IIT), die Mikroanalyse genau 
bezogen auf die anhydrische Substanz. Der Wassergehalt betrug dabei 
11,4°, der feuchten Substanz; fiir die Elementaranalysen 10,22 und 
10,34°,. Es ergibt sich so fiir 1g Cy,H,O;.H,O im Mittel 3768.5. 

Die Lésungswairme bestimmte ich an einer Probe von Glykogen 
(Mercksches Glykogen), die nach Reinigung mit Alkohol und Dialyse 
etwa denselben Reinheitsgrad besaB, die Lésungswirme wurde fiir das 
Anhydrid und das Hydrat bestimmt. Die Losung geschah in 0,5°,, NaCl 
wegen der schnelleren Auflésung. Das Verfahren war das von R. Meier 
und O. Meyerhof benutzte. Der Dewarbecher befand sich in dem Mantel 
eines gewoOhnlichen Kalorimeters und wurde automatisch geriihrt. 
Zur Kichung diente die Lésungswirme von KCl. Das Hydrat wurde in 
ein diinwandiges Reagensglas eingefillt, dessen Boden nach Tem- 
peraturausgleich durchstoBen wurde. Das Anhydrid befand sich in 
demselben Wageglischen, in dem es getrocknet und gewogen war. 
Es wurde in umgekehrter Richtung in das Kalorimeter gehangt und der 
Stopfen mit einem steifen Draht geliiftet. Die nicht mit aufgeléste 
Substanz wurde zuriickgewogen. 

Die Werte sind in Tabelle IV wiedergegeben. Der Unterschied 
zwischen den Lésungswirme des Hydrats mit 11°,, H,O und des An- 
hydrids betragt 18 cal. 

Tabelle 1V. 


Lésungswarme. 





Wasser- Temperatur- 








. Benutzte He Se Gewicht iaiaiiliaias Wasser- 4! prog 
Nr. Substanz — . ae a g-cal wert -" FI°o° 

1 Hydrat 11,6 0,5167 0,049) 3,34 68,0 6,57 

2 ‘ 11,6 0,5896 9,0555 8.77 68.0 6,52 

3 i 11,4 0.2267. 0,0270 184 68,0 8.231 2g 
4 11.4 0.3989 0.0465 3.16 68,0 8.06, 
5 11,4 0.5283 0.0520 3.54 68,0 6,79 

6 ao 11.4 0.4203 0.0480 3.28 68.0 7,94 

7 ~~ Anhydrid 0,2977 0,1290 8,78 68,0 26.8 

8 “ 0.3374 0,1470 10,0 68,0 26,7 (26,5 
9 v 0.3141 0.1330 9.05 68.0 259 


Danach ergibt sich fiir 0,9g anhydrisches Glykogen 3787,7 cal, 
fir 10g C,H,)O0;.H,O 3768.5 cal, fiir 1.0 g geléstes Glykogenhydrat 
3761,3 cal. 


Die Werte sind etwa 20 cal kleiner als der bisherige Durchschnitts- 
wert. DaB dieser etwas zu hoch sein mubte, ergab sich aus dem Vergleich 
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der Hydrolysenwarme Glykogen —> Glucose mit den Verbrennungs- 
und Lésungswarmen. Die Hydrolysenwirme ergab sich zu 10 bis 13 g-cal!. 
Rechnen wir nach den neuesten Daten die Verbrennungswarme der 
Glucose zu 3741 cal, die Lésungswarme der Glucose zu 12.5 cal*, so 
muB die Verbrennungswirme gelésten Glykogens 3765 cal betragen, 
was verhaltnismabig gut mit dem jetzigen Wert stimmt. Andererseits 
ist die Spaltungswarme geléstes Glykogen : geléste Milchsaure dann nur 
160 cal, statt wie bisher angenommen 180 cal. Es diirfte sich vorlaufig 
empfehlen, mit dem Mittelwert dieser beiden Zahlen, also mit 170 cal 
(ohne Neutralisationswairme) zu rechnen. 

Die Apparatur war mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der deut- 
schen Wissenschaft beschafft worden. 


! O. Meyerhof, Ptliigers Arch. 204, 295, 1924; O. Meyerhof u. J. Suranyi, 
diese Zeitschr. 191, 106, 1927. 
2 O. Meyerhof, Pfligers Arch, 204, 295, 1924. 

















Uber den Calcium/Magnesium-Quotienten 
des Blutserums bei der Oxalsiurevergiftung. 


Von 
Martin Jacoby und Helene Friedel. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in 
Berlin.) 


(Eingeqangen am 3. Marz 1933.) 


Neben der Konstanz der einzelnen Blutbestandteile gewinnt die 
normale Mischung der verschiedenen Substanzen immer mehr an Be- 
deutung. Es ist einleuchtend, dab diese richtige Mischung besonders fiir 
Stoffe mit ausgesprochener pharmakologischer Wirksamkeit wesentlich 
sein muB. So hat man in den letzten Jahren dem Verhaltnis des Calciums 
zum Magnesium erhéhte Beachtung geschenkt. Es sei nur an die 
Arbeiten von Sjollema! und von v. Euler? und ihren Mitarbeitern er- 
innert. Schon vor Jahrzehnten fand Gassmann*® ein abnormes Ver- 
haltnis des Calciums zum Magnesium im rachitischen Knochen. 

Es schien wiinschenswert, bei verhaltnismaBig iibersichtlichen 
Versuchsbedingungen die Beeinflussung des Ca/Mg-Quotienten zu 
studieren. Wir wahlten fiir diesen Zweck die Oxalsiurevergiftung des 
Kaninchens, bei der Jodlbauer* vor einiger Zeit das Verhalten des 
Calciums und des Phosphors studiert hat. 


Methodik. 


Fiir die Versuche wurden Kaninchen von 2000 bis 2500 g¢ verwandt, 
die mit dem tiblichen Futter ernahrt wurden. Untersucht wurde der Gehalt 
des Serums an Ca, Mg. P und Eiwei®B. Durch zahlreiche Kontrollen tiber- 
zeugten wir uns von der Breite der individuellen Schwankungen der Blut - 
zusammensetzung und stellten fest, daB fiir die in dieser Arbeit in Betracht 
kommenden Bedingungen eine ausreichende Konstanz der Werte erkennbar 
ist. Um von den durch den AderlaB bedingten Blautveranderungen unal- 


' Seekles, Sjollema u. v.d. Kaaj, diese Zeitschr. 249, 425, 1932. 
2 v. Euler u. Virgin, ebenda 249, 393, 1932. 

3 Gassmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 161, 1910. 

4 Jodlbauer, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 164, 1932. 
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haingig zu sein, vergifteten wir die Tiere erst etwa 13 Tage nach der Unter- 
suchung des Normalserums. Die Vergiftung erfolgte durch subcutane 
Injektion von 0,1 bis 0,15 g oxalsauren Natriums pro Kilogramm Korper- 
gewicht, wie es im einzelnen aus den Tabellen hervorgeht. Stets wurde 
das Blut aus der Carotis entnommen. Die zweite Blutentnahme erfolgte 
2 Stunden nach der Vergiftung. Wir untersuchten immer das Serum, da 
wir bei der Untersuchung des Plasmas gewissen Schwierigkeiten begegneten. 
Auf die Untersuchung des Vollblutes haben wir vorlaufig verzichtet, da 
uns die Zusammensetzung der Blutfliissigkeit biologisch am wesentlichsten 
erschien. 

Bestimmt wurde Ca nach Aramer-Tisdal/, P und Mg nach Tisdall, 
Eiweif refraktometrisch. Alles wesentliche ist aus den Tabellen zu ersehen. 


Tabelle I. 





Oxalsaures Vor der \ ergiftung Nach der V ergiftung 


Versuch || Na prokg || ca | Mg | P |EiweiBi ca | Mg PrP Eiweifs 
Nr. g 0, 05 0, 0}, 0}, 01, 0/5 0 0 
1 01 15,0 2,26 2.28 8.06 | 12.2 1,92 3,54 7,2 
2 0.1 14,1 2,36 4.1 8.4 11.5 3,17 3.6 7.3 

3 0.1 15.1 1,82 3.35 7,85 11.9 23 4.5 8,45 
4 0.1 15.9 1.9 3,19 6.8 3,8 2.47 3,18 6,8 
5 01 16.8 2.07 4.3 6.55 13,3 2.88 5,85 6,7 
6 012 14.75 2,62 4.3 7.7 14.35 3.31 4,43 8,1 
7 0,13 14.6 1,77 3,39 6,65 10,7 3,00 3.84 6,9 
S 0,13 14.9 2.00 5.18 7,2 12,1 2,72 5,1 7.0 
y 0,15 13.5 2,47 2,75 7,1 9.5 3,17 2,55 6,8 
10 0,15 13,8 2,47 5.2 6.9 11,6 2.56 2,24 7,7 
11 0,15 15.4 2.36 4.42 6,7 10.7 2.35 3.44 7.0 


In Tabelle II geben wir die Mol.-Werte des Serums fiir Ca und Mg 
vor und nach der Vergiftung. Aus der Tabelle IT kann man die Anderung 


der, Ca/Mg-Quotienten unter dem EinfluB der Vergiftung deutlich 


entnehmen. 
Tabelle Il. 








Mol. Ca Mol. Mg Verhiltnis Ca: Mg yoy aed rt 
we a des ¢ O- aosis 
vor Ver- nach Ver- vor Ver- nach Ver- | vor Ver- nach Ver- ‘denten pro kg 
giftung giftung giftung giftung giftung giftung in %p9 g 
37,5 30,5 9.3 7.9 4.0 3.9 4 0,1 
35,3 28,8 9,7 13.0 3,7 2,2 39 0,1 
37,8 29,8 7.5 9.4 5,1 3,2 38 01 
39,8 34,5 7.8 10.1 5,1 3,4 33 0,1 
42.0 33,3 8.5 11,8 5.0 2.8 4 oO 
36.9 35.9 10,7 13,6 3,4 2,7 23 0,12 
36,5 26,7 7,3 12.3 5,0 2,2 57 0,13 
37.3 30,3 8.2 11.1 4.6 2,7 40 0,13 
33.8 23,8 10,1 13.0 3.4 1.9 44 0,15 
34,5 29.0 10,1 10,5 3,4 2,8 19 0,15 
38.5 26,8 9,7 9.6 4.0 2.8 30 0,15 
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Die Tabellen zeigen deutlich die fast regelmaBige Abnahme der 
Ca-Werte und die parallele Zunahme der Mg-Werte nach der Ver- 
giftung. Dementsprechend finden wir in Tabelle II eine erhebliche 
Abnahme der Quotienten Ca Mg. Dieser Quotient nimmt nach der 
Vergiftung immer und meistens erheblich ab. Auf die P-Werte und die 
EiweiBwerte gehen wir nicht ein, da wir uns hier nicht von entsprechenden 
tegelmaBigkeiten tiberzeugen konnten. 

Uber das Verhalten bei weiterschreite: der Vergiftung und bei Wieder- 
herstellung haben wir zu geringe Erfahrungen, um die betreffenden Ver- 
suche wiederzugeben. 

Die Abnahme des Ca Mg-Quotienten im Serum ist ein Befund, 
der durchaus geeignet ist. zum Verstandnis der Oxalsdiurevergiftung 
beizutragen. Da man weib, daB die Organe nur normal arbeiten, wenn 
sie von Blut mit normalem Ca Mg-Quotienten durchblutet werden, 
macht es die gefundene Abweichung von der Norm verstandlich, daB 
die Vergiftung mit schweren Erscheinungen einhergeht. Da Calcium 
und Magnesium pharmakologisch sehr wirksame Substanzen sind, ist 
es auch durchaus einleuchtend, daB nur eine richtige Mischung der 


beiden Stoffe imstande ist. ein physiologisches Geschehen zu gewahr- 
leisten. 











Uber die Volumenschwankung des Muskels 
in Zusammenhang mit dem Chemismus der Kontraktion'. 


I. Mitteilung: 
Methoden. 


Von 
0. Meyerhof und W. Mohle. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizi- 
nische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 2. Mdrz 1935.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 


Um Anhaltspunkte fiir die Art der Umwandlung der chemischen 
Energie in mechanische zu gewinnen, erscheint ein genaues Studium 
aller physikalischen und physiko-chemischen  Begleiterscheinungen 
der Muskelkontraktion erwiinscht. Hierbei scheiden jedoch die elek- 
trischen Prozesse aus, da sie jedenfalls zum Erregungsvorgang gehéren 
und den energieliefernden chemischen Reaktionen vorangehen. Dagegen 
sind zu den physikalischen Begleitvorgangen die optischen Veranderungen 
zu rechnen, die von A.von Muralt in diesem Institut? untersucht 
werden, und die bisher am wenigsten studierte Schwankung des Muskel- 
volumens. 

Gibt es tiberhaupt eine Volumenschwankung / Diese schon jahr- 
hundertelang studierte und widersprechend beantwortete Frage wurde 
1887 von J. R. Ewald auf Grund einer, wie es schien, sehr griindlichen 
Priifung verneint®. Ewald glaubt dabei, daB seine zuverlissigste Me- 
thode, die mikroskopische Beobachtung der Steighéhe einer Kapillare 
eines Pyknometers ausreichte, um eine Volumenschwankung von 
1.10-7 des Muskelvolumens mit Sicherheit auszuschlieBen. Es war 
daher iiberraschend, daB 1925 P. Ernst in Pécs eine Volumenkontraktion 
feststellte, die der GréBenordnung nach das 100fache der von Ewald 


' Vorlaufige Mitteilung auf dem XIV. Internationalen Physiologen- 
KongreB, Rom, September 1932, abgedruckt Naturwiss., Festheft fiir 
A. Berliner, 20, 977, 1932. 

2 |. Mitteilung, Pfliigers Arch. 230, 299, 1932. 

3 Pfliigers Arch. 41, 215, 1887. 
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berechneten Empfindlichkeit seiner Methode betrug'. Nach Abschlub 
der vorliegenden Arbeit lernten wir eine Veréffentlichung von Vers/elt 
kennen?, der im Jahre 1928 die Versuche von Ernst bestitigte, wobei 
er eine Volumenkontraktion von etwa 4.10-® des Muskelvolumens 
fand, die er auf Wasserkompression im Muskelinnern zuriickfiihrte. 
Die Versuche von Versfelt sind genau nach der Methode von Hrnst aus- 
gefiihrt und dabei lediglich der Mittelwert der Volumenverminderung 
fiir isotonische, tetanische Kontraktion des Gastrocnemius festgestellt. 

Die Versuche von Ernst nachzupriifen und nach Mdéglichkeit 
genauer zu gestalten und zu erweitern, war nicht nur wegen des ge- 
nannten Widerspruchs zu der Arbeit von Hwald notwendig, sondern 
auch im Hinblick auf einige spezielle Ergebnisse, zu denen der Autor 
gekommen war. Auf Grund einer allerdings wenig exakten Registrierung 
schloB Ernst, daB die Volumenschwankung in die Latenzperiode der 
Zuckung fiele, daB sie bei isotonischer und isometrischer Kontraktion 
gleich groB wire, daB sie keinerlei Riickstand hinterlieBe, sondern 
schon wihrend der Kontraktion vollstaéndig wieder verschwande. 
Unter diesen Umstinden konnte sie offenbar nicht mit den Energie 
liefernden chemischen Vorgaingen zusammenhangen, da diese jedenfalls 
wahrend der Kontraktion andauern, bei isometrischer Zuckung viel 
umfangreicher sind als bei isotonischer und ferner auch nicht im Moment 
der Erschlaffung, sondern teilweise erst durch linger dauernde Resti- 
tutionsvorginge riickgaingig gemacht werden. Infolgedessen  fiihrte 
auch Ernst die Volumenkontraktion auf eine Elektrostriktion zuriick, 
die durch hypothetische, im Moment der Erregung frei werdende Ionen 
bedingt sein sollte. 

Wie in dieser und den folgenden Arbeiten gezeigt wird, laBt sich 
der von Ernst erhobene Befund im Prinzip bestatigen, dagegen sind die 
genannten speziellen Angaben nicht zutreffend. Es ist vielmehr gerade 
das Umgekehrte der Fall: Die Volumenschwankung setzt genau gleich- 
zeitig mit der Kontraktion ein, steigt aber noch an, wenn das Maximum 
der Spannung oder Verkiirzung erreicht ist, und es bleibt ein erheblicher 
Riickstand nach der Erschlaffung. Ferner ist die Volumenverringerung 
bei isometrischer Kontraktion das Vielfache derjenigen bei isotonischer. 
Alles dies lenkt unsere Aufmerksamkeit wieder auf die chemischen Vor- 
ginge zuriick und jedenfalls k6nnen wir in diesen, wie in der tibernachsten 
Arbeit gezeigt wird, die Hauptursache fiir den beobachteten Effekt 
feststellen. 

Um den Vorgang zu registrieren, empfahl sich nach Hrvst, den 
Ausschlag in einer Kapillare zu photographieren, die das mit dem Muskel 

' Piliigers Arch. 209, 613, 1925; 218, 144, 1926; 214, 240, 1926; 21s, 


137, 1927; 220, 672, 1928. 


2 Arch. Neerl. de Physiol. 12, 155, 1928. 


Biochemische Zeitschrift Band 260. 30 





456 O. Meyerhot u. W. Mohle: 


und Ringerlésung gefiillte GefiB abschlieBt. Doch ist es unzweckmabig, 
die Kapillare selbst mit Ringerlésung zu fiillen wegen der groBen Ober- 
flichenspannung und inneren Reibung des Wassers, wodurch der Aus- 
schlag stark gedimpft wird. Bei im Verhaltnis zum Kapillardurch- 
messer kleinen Ausschligen verschiebt sich wegen der starken Adhasion 
des Wassers an der Wand die Randschicht viel weniger als die Mitte 
des Meniskus, und die Volumenkontraktion ist dann gar nicht mehr 
genau berechenbar. Diese Mangel werden durch die Fiillung der Ka- 
pillare mit Hexan beseitigt. Die Kapillaritaitskonstante («) bei 15° 
betragt fiir Hexan 17,8 dyn/cm, fiir Wasser 73,3 dyn/cm, die Viskositat 7 
fiir Hexan 0,0034 g/cm . sec, fiir Wasser 0,0114, das spezifische Gewicht 
fiir Hexan 0,66. Im Wasser ist Hexan praktisch unléslich. Bei Hexan- 
fiillung lassen sich infolgedessen viel engere Kapillaren benutzen, 
wodureh die Empfindlichkeit steigt, ohne daB die Diampfung stérend 
wird'. Wir brachten fiir kleinere und gréBere Volumenschwankungen 
zwei Kapillaren hintereinander mit verschiedenem Querschnitt an, 
von 0,048 und 0,19qmm (die weitere Kapillare war in dem zuletzt 
benutzten GefiB 0,24 qmm). Die wirksame Masse (nach Frank) und die 
Dampfung sind auch in der engen Kapillare an der fiir die Registrierung 
benutzten Stelle noch immer so gering, da} bei den aufzunehmenden 
Geschwindigkeiten der Volumenverschiebung nur eine geringe Ver- 
zerrung der Kurven auftritt. 


Allgemeine Versuchsanordnung. 


Wenn auch die einzelnen von uns benutzten VersuchsgefaiBe in 
Details verschieden waren, entsprachen sie im wesentlichen dem in 
Abb. 1 wiedergegebenen, zuletzt benutzten Gefi® von 75 cem Volumen. 















@ =e — 
Feder |i Bis 
gabelformiger Knochenhalter 
Abb. 1. 


Volumengefifi mit 75 cem Inhalt mit eingebautem isometrischen Hebel. a und ¢ die hauptsi&ch- 
lichffiir die Registrierung benutzten Stellen der engen und weiten Kapillare (*);9 natiirl. GréBe). 


' Der Fehler J. R. Ewalds bestand darin, daB er die Kapillare viel zu 
eng machte, als da sich das Wasser unter geringem Druck darin iiberhaupt 
bewegen konnte. 
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Der sehr gut eingeschliffene und mit starken Federn gehaltene Stopfen 
trigt einen Muskelhalter, an dem verschiedene Muskelhebel fiir iso- 
metrische, isotonische und auxotonische Kontraktion befestigt werden 
kénnen. Alle tragen vorn einen Spiegel, dessen Ausschlag gleichzeitig 
mit der Volumenschwankung photographiert wird, so daB die Spannungs 
bzw. Lingenanderung einerseits, die Volumenkontraktion andererseits 
auf dem photographischen Papier genau tibereinander registriert werden 
Bei der héchsten benutzten Trommelgeschwindigkeit von 30¢m = pro 
Sekunde lassen sich so Zeitdifferenzen von ] 6 noch leicht unterscheiden. 
AuBerdem wurden bei Einzelzuckungen der Reizmoment, bei Tetani 
das Reizende markiert. Dies geschah bei der gewOhnlichen Anordnung 
mit langsamer Trommelgeschwindigkeit (0,5 bis 6¢m pro Sekunde) 
durch einen Signalmagneten, der einen Spiegel anzog, mittels dessen 
das Licht einer 8-Volt-Lampe in das Photographion an den oberen Rand 
des Papierstreifens fiel. 3ei groBber Trommelgeschwindigkeit wurde 
speziell zur Festlegung des Beginns der Volumenschwankung der 
Funke des Quecksilberunterbrechers, der den Offnungsinduktionsschlag 
begleitete, mit photographiert, da dieser tragheitslos den Moment des 
Reizes angibt. Fiir die meisten Aufnahmen diente ein Photographion 
nach Frank (von Schmittgall-GieBen), fiir hohe Geschwindigkeiten be- 
nutzten wir das neue Photographion nach Frank-Broemser (von Jaquet), 
bei dem nur ein Umlauf der Trommel (= 40cm) auf einmal auf- 
genommen werden kann. 


Temperaturkonstanz. 


Das GefaB befand sich mit herausragender Kapillare in einem Thermo- 
staten, der innerhalb der Versuchszeit auf mindestens 0.0019 konstant 
gehalten werden konnte. Dazu wurde die Mehrzahl der Versuche im thermo 
konstanten Raum ausgetiihrt. Der kleine, mit Glaswanden versehene 
Thermostat wurde mit Gas geheizt und mit schlangenf6rmigem Toluol 
regulator reguliert. Die Aufnahmen konnten hier nicht ganz erschiitterungs 
frei gemacht werden wegen des den Boden des thermokonstanten Raumes 
bildenden Holzrostes. Deshalb wurden die Aufnahmen mit grober Trommel- 
geschwindigkeit im Keller, in demselben Thermostaten, bei etwas weniger 
genauer Temperaturregulation vorgenommen. Die Temperaturkonstanz 
war nur wesentlich, um festzustellen, wie der Gesamteffekt bei einer totalen 
Ermiidungsserie ist. Bei einem Volumen von 75cem macht 0,001° Tem 
peraturdifferenz in 0,6 °,ig. Na Cl-Lésung zwischen 10 und 15° (« 0,000 12) 
etwa 10-°cem aus. Dieses sind in der engen Kapillare 0,2 mm, in der weiteren 
0,05mm. Wenn, wie meist, die Abbildung auf dem Papier mit [8tacher 
VergréBerung geschah, entspricht dies einer Verschiebung der Basislinie 
von 4 bzw. Imm. Bei guter Riihrung des Thermostaten tritt aber diese 
Verschiebung nicht plétzlich oder unregelmaBig ein, sondern die Tem 
peratur des GeféBes oszilliert gleichmaBig im Verlauf einiger Minuten um 


die Mittellage, was sich also héchstens durch entsprechendes Heben und 
Senken der Basislinie geltend macht. Dies spielt praktisch fiir die Berechnung 
des Gesamteffektes und erst recht fiir die einzelne Kontraktion keine Rolle. 
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Anders liegt es aber beziiglich der Kontraktionswarme. Setzen wir 
den isometrischen Zeit koeffizienten ftir Tetani bei 10° (bei dieser Temperatur 
wurden die meisten Aufnahmen gemacht ) 

K gy Spannung x em Lange x ¢ Sekunden 

‘en gem anaerobe Warme 

fiir Gastrocnemien 4 bis 5* und rechnen bei einem 2 g schweren Gastro- 
cnemius mit 3000 g Spannungsent wicklung, so werden in einem 4-Sekunden- 
Tetanus in diesem Falle etwa 8000 gem Wiarme oder 0,2 geal produziert. 
Dies entspricht etwa 2,3. 10°->cem oder 0.5mm in der engen Kapillare, 
was bei IS8facher VergréBerung 9mm Verschiebung ausmacht.  Fiir eine 
derartige Serie von 5 Tetani. die sich mit nicht wesentlich sinkender 
Spannung durchfiihren laBbt, kime eine Verlagerung von 45mm und bei 
emer vollstandigen Ermiidung, bei der in 2,0 g gegen 2,0 cal produziert 
werden kénnen, etwa S80 mm Verlagerung in Betracht. Allerdings wurden 
derartige totale Ermiidungsserien stets in der weiten Kapillare ausgeftihrt, 
wo die Verschiebung also ein Viertel dieser angegebenen betragen wiirde. 
Dies gilt aber nur fiir den Fall, daB in der Versuchszeit kein Temperatur- 
ausgleich zwischen dem GefaB und dem Thermostaten eintritt. Um fest- 
zustellen, wie weit dies der Fall ist, wurden Kontrollen in der folgenden 
Weise ausgefiilrt : 


Ein isolierter Konstantandraht von etwa 30 Ohm, der um einen Watte- 
bausch von der Form eines Gastrocnemius gewickelt war, wurde zwischen 
den gut isolierten Platinelektroden im GetaéB befestigt. Im Konstantan- 
draht wurde dann durch Gleichstrom eine Warme entwickelt, die pro 
Zeiteinheit etwa ebenso gro war. wie die fiir einen 1,5 bis 2 ¢ schweren 
Muskel berechnete Kontraktionswarme, wozu etwa 70 Milliamp. erforderlich 
waren. Es wurde dann sowohl die Geschwindigkeit des Kapillarausschlages 
wie auch der Riickgang der Dilatation infolge des Temperaturausgleichs 
registriert. Die Dilatation selbst erfolgte praktisch momentan, da es ja 
im Temperaturintervall eines annihernd konstanten Ausdehnungskoeffi- 
zienten des Wassers gleichgiiltig sein muB, ob zundichst nur das Wasser in 
der Nahe des Heizdrahtes starker oder eine gréBere Wassermenge ent- 
sprechend schwacher erwairmt wird. Der Riickgang der Dilatation begann 
', bis | Minute nach der Heizung und erforderte bis zum_ praktischen 
Wiedererreichen der Basislinie etwa 15 Minuten, die Halbwertszeit betrug 
4'/, bis 5 Minuten. Man kann daraus auch fiir die Kontraktionswirme 
annehmen, da®B innerhalb '/, Minute noch keine Anderung der durch die 
Erwarmung bedingten Dilatation erfolgt, wahrend nach 5 Minuten die 
Dilatation nur noch die Halfte der urspriinglichen betrigt. Gr6éBere Zeiten 
kommen fiir die Messung der Volumenkontraktion selbst bei totaler Er- 
miidung nicht in Betracht. 


Bei einem einzelnen 4-Sekunden-Tetanus und 3000 g¢ Spannungs- 
entwicklung betragt aber die gemessene Volumenkontraktion in der engen 
Kapillare bei IS8facher Vergr6Berung im allgemeinen 40 bis 60mm im 
Moment der Erschlaffung. Dieser Betrag wire nun noch um die durch die 
Warme bedingte Dilatation, also entsprechend unserer obigen Rechnung 
um 9mm zu vergroBern, das sind etwa 15 bis 25°,. Wegen der Langsamkeit 


* Vel. O. Meyerhof, Die chemischen Vorgange im Muskel, 1930, 8S. 237. 
Berlin, J. Springer. 
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des Temperaturausgleichs ist dieser im Ubrigen an der Form der Volumen- 
kurve nicht wesentlich beteiligt und vor allem nicht an dem allmahlichen 
Riickgang der Volumenkontraktion in der Nachperiode. 


Der Aufbau. 


Abb. 2 gibt den Aufbau schematisch wieder. Das Licht einer Punkt- 
lichtlampe fallt von oben im Winkel von etwa 45° auf die Kapillare, so dab 
die Fliissigkeitskuppe hell 
aufleuchtet. Die hell- Punktichtampe 
leuchtende Kante — des t 
Meniskus wird mittels 
eines Mikroskopobjektivs 
(2 oder 3a von Zeiss) aut 








Photo -K. 











den Spalt des  Photo- purees = i 
graphions abgebildet. In | +H 
der engen Kapillare wurde j / \ 
stets mit achtzehnfacher - a / = 
» Ne eee ao < 
VergroBerung photogra - a oe NY a) 
phiert, in der weiten teils pele peg 4H \ 
. . ° a | . 
mit ISfacher, teils mit ~~ * Rela \ 
36facher. a. ‘ 
s6facher ; Z \ 
Das Objektiv ist in Carn ar \ 
allen drei Dimensionen Lampe 
verschieblich, es sitzt in Spat \_ 
einem senkrecht durch : { 
{ ) 


Schraubengewinde zu ver- 
stellenden Halter, der 
seinerseits durch einen 
Reiter mit seitlicher Ver- 


Punktichtiampe 
Abb. 2. 


Schematischer Aufbau fiir die optische Registrierung der 
Volumenkurve Auf dem Photographion zu unterst (auf 


: . r re : »] q o ¢ . ° . 

stellung _ seas 9 cmru der Zeichnung) Registrierung des Reizsignals. Dariiber 
stellen ist. Der Reiter Registrierung der Spannung bzw. Verkiirzung des Muskels, 
ist auf einer kurzen opti- zu oberst Registrierung der Volumenschwankung 


schen Bank befestigt. 
Vor jeder Aufnahme wird das Bild des Meniskus zuerst auf dem Photo- 
graphionspalt (hinter der Zylinderlinse) scharf abgebildet. 


Reizung. 


Zur elektrischen Reizung des Muskels sind vier Platindrahte in den 
Stopfen eingeschmolzen, von denen zwei an einem Elektrodenhalter aus 
Hartgummi enden. Dieser hat eine kleine runde Offnung. die beiderseits 
von den ringf6érmigen Enden der Elektroden umgeben ist. Durch diese 
wird der Nerv hindurchgezogen. Die beiden anderen Drahte kénnen durch 
angelétete Enden mit verschieblichen Hartgummistiicken verbunden werden, 
welche als Elektrodenhalter fiir direkte Reizung dienen. Nach Moéglichkeit 
geschah die Reizung indirekt. in einzelnen besonderen Fallen und = vor 


allem bei jodessigsiurevergifteten Muskeln dagegen direkt. Die Drahte 
im GefaiB waren dazu mit Zaponlack isoliert. Bei tetanischer Reizung 


diente ein rotierender Kontaktunterbrecher nach Aeith-Lucas zum Ein- 
und Ausschalten des Stromes. Der dritte Kontakt Offnete gleichzeitig 
mit dem zweiten den Strom des Signalmagneten. Die Reizfrequenz wurde 


durch einen Bernsteinunterbrecher bestimmt. 














460 O. Meyerhof u. W. Mohle: 


Muskelhalter. 


Befestigt wurde der Muskel anfangs in einer an der Halterstange ver- 
schieblichen Knochenklemme. Da in diesem Falle, bei den groBen Span- 
nungen von 2000 bis 3000 g, die die 1,5 bis 2g schweren Gastrocnemien 
im ‘Tetanus entwickeln kénnen, der Knochen oft zerbrach, wurde spaterhin 
eine bewegliche Gabel verwandt, die das untere Femurende umgriff (siehe 
Abb. 1). Der isometrische Hebel besteht aus einer mit Spiegel versehenen, 
torquierbaren Stahlfeder, die mit angehangten Gewichten geeicht wurde. 
Es wurden mehrere Federstarken verwendet. Die Eichwerte sind auf den 
reproduzierten Kurven der folgenden Arbeit angegeben. 

Um auch isotonische Kontraktionen mit verschiedenen Belastungen 
photographisch registrieren zu kénnen, wurde ein Hebel konstruiert, der 
mit einer Untersetzung 14: 1 arbeitete und auf Abb. 3 wiedergegeben ist. 
Bei einer Muskelverkiirzung von 7mm wird der den Spiegel tragende Arm 
um '/,mm herangezogen, und zwar in einer Entfernung von 15mm vom 


Drehpunkt, der Spiegel wird mithin wm 2° gedreht. Es konnte dann dasselbe 


Spiegel 


a 


Abb. 3. 
Verkiirzungshebel mit Untersetzung 14:1 fiir optische Registrierung. Je nach der ent- 
sprechenden Feder geschieht die Verkiirzung unter verschiedener Belastung ('/, natiirl. Grobe) 








Jeleuchtungssystem wie beim isometrischen Hebel verwandt werden, und 
die Ausschlage lagen in derselben GréBenordnung. Sollte der Hebel belastet 
werden, so wurde ein Gegenzug durch eine geeichte Stahlfeder angebracht, 
gegen die sich der Muskel verkiirzen mubte. So konnten Ausschlige bei 
beliebiger Arbeitsleistung mit denjenigen am unbelasteten Muskel ver- 
glichen werden. 

Auslésungsmechanismus. 


Wegen des eigenartigen Verlaufs der Volumenkurven war es erwiinscht, 
die Belastung auch wihrend der tetanischen Kontraktion zu andern, also 
entweder dem sich von einer kleinen Anfangsspannung aus kontrahierenden 
Muskel eine Zusatzspannung zu erteilen oder den bei groBer Anfangs- 
spannung kontrahierten Muskel im Verlauf des Tetanus um einen gewissen 
Betrag zu entlasten. Dazu benutzten wir einen Ausl6semechanismus, der 





Abb. 4. 
Spannungshebel mit magnetischer Ausliseeinrichtaung (Beschreibung im Text). Oberes Bild: 
Hebel, von oben gesehen; unteres Bild: von der Seite gesehen in natiirlicher Lage. Die 
Pfeile geben die Drehrichtung des Auslisearms bei magnetischer Anziehung an. Dabei wird 
je nach der Spannung der Feder der Muskel gedehnt bzw. entspannt. 
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von auBen durch einen starken Elektromagneten betatigt wird. Die Hebel- 
einrichtung ist in Abb. 4 wiedergegeben. Wenn der mit einem eisernen 
Bolzen versehene drehbare Arm durch einen Magneten aufwarts gezogen 
wird, gibt ein an ihm befindlicher Stift, der knapp in einem Loch fest- 
gehalten wird, einen zweiarmigen Hebel frei; dieser geht nach der Frei- 
lassung in diejenige Stellung, die durch den Zug der Feder einerseits und 
den des Muskels andererseits bedingt ist. Dabei zieht die Feder an einem 
Hebelarm, der um das doppelte gréBer ist als der des Muskels. Ist der Zug 
der Feder starker als der des Muskels, so wird der Muskel noch tiber seine 
aktiv erzeugte Spannung gedehnt, ist der Zug der Feder schwacher, so wird 
der Muskel etwas entspannt, indem er sich ein Stiick weit verkiirzt. Es 
wird also ein vorher isometrisch kontrahierter Muskel im Moment der 
Drehung des Armes entweder mit einer Zusatzkraft gedehnt oder fiir ein 
kurzes Stiick frei gegeben, bis er dem Gegenzug der Feder die Wage hilt. 
In beiden Fallen registriert der Spiegel des Spannungshebels die gesamte 
Spannung, die entweder die des Muskels allein, der Feder allein oder beider 
gleichzeitig darstellt. Der Strom des Elektromagneten wird | Sekunde 
nach Beginn des Tetanus geschlossen und dadurch der Ausl6sungsmechanis- 
mus betatigt. Die gleiche Anordnung |aéBt sich auch benutzen, um den 
Muskel in der Ruhe zu dehnen oder einen gedehnten Muskel zu entspannen. 


Photographion, 


Wihrend sich das altere Franksche Photographion nicht iiber eine 
Papiergeschwindigkeit von 10 em pro Sekunde gebrauchen lieB, konnte 
das neue Frank-Broemsersche bis zu beliebig groBen Geschwindigkeiten 
benutzt werden; doch war es bei einer Spaltbreite von 1mm und der Be- 
leuchtung mit einer Punktlichtlampe ungiinstig, Aufmahmen auf Oszillo- 
graphenpapier bei héheren Geschwindigkeiten als 30em pro Sekunde zu 
machen. In diesem Falle hatten lichtempfindlichere Filme verwandt werden 
miissen. Indes wies die Volumenkurve keine so feine Struktur auf, um 
dies nétig zu machen. Da die Photographien mit Zylinderlinse versehen 
sind, so ist fiir die Scharfe des Bildes nicht die Spaltbreite, sondern die 
scharfe Einstellung entscheidend. Die Spaltbreite wurde je nach der 
Trommelgeschwindigkeit um Imm gewihlt. 

Die Trommelgeschwindigkeit wurde stetig verindert mittels eines 
Widerstandes, der in Barkhausen-Schaltung parallel zum Anker eines 
Gleichstrommotors gelegt war'. Bei geringen Geschwindigkeiten drehte 
der Motor zunichst ein Vorgelege. 


Ausfiihrung der Versuche. 


Fiir die Mehrzahl der Versuche dienten Gastrocnemien groBer 
Esculenten von 1,2 bis 2g; doch ergaben mehrere Versuche mit Semi- 
membranosi und Temporarienmuskeln genau dasselbe Resultat. Ins- 
besondere war die Form der Volumenkurve in allen Fallen die gleiche. 
Anfangs wurde das abgeschnittene Femurende mit Picein gedichtet, 
um zu verhindern, da®B Luftblaschen sich im Réhrenknochen fest- 
setzten. Doch lieB sich dies spiter auf andere Weise verhindern. Der 


1 Barkhausen, Physik. Zeitschr. 11, 1131, 1914. 
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mit dem Versuchsmuskel fertig vorbereitete Halter wird zuniachst 
lingere Zeit in eisgekiihlte Ringerlésung gestellt und dabei sorgfaltig 
alle Luftblischen von der Muskeloberflaiche und aus den Ritzen der 
Metallteile entfernt. Auch nach Montierung und Fillung des GefaBes 
werden nochmals durch anhaltendes Klopfen etwa adharierende Blaschen 
gelockert und mittels Drahtschlinge durch die gedffneten Hiahne 
entfernt. 

Nach Einsetzen des Stopfens des Muskelhalters wird zunachst 
durch den rechten Hahn, Abb. 1, die Ringerlésung zugelassen. Wenn 
beide Haihne und das GefiB mit Ringerlésung gefiillt sind, wird Hexan 
von auBen in die vorher sorgfaltig gereinigte und getrocknete Kapillare 
einflieBen gelassen, das GefiB in den Thermostaten gehangt und nach 
etwa !/,stiindigem Temperaturausgleich durch Offnen des Hahnes 
und gleichzeitige schwache Kompression der Luft in der Kapillare 
mittels eines aufgesetzten Gummihiitchens der Meniskus an der ge- 
wiinschten Stelle eingestellt. 

Die Registrierung geschah entweder in der weiten Kapillare, 
5mm vor der Verengung oder in der engen, 10 bis 20 mm hinter der- 
selben. Die genaue Kinstellung geschah dann durch das Mikroskop- 
objektiv. Das GefiB war mittels zweier Messingspangen fest an der 
Thermostatenwand fixiert. 


K ontrollmessungen, 


Die Kontrollen dienten vor allem dazu, festzustellen, 1. ob Fehler 
durch den Einbau des am Stopfen befestigten Muskelhalters vorkommen 
und ob der Ausschlag von der Lage des Muskels im GefaiB abhangig ist ; 
2. ob die Warme des Reizstromes sich bemerkbar macht; 3. wie genau 
die Kapillarkurve der wirklichen Volumenkurve des Muskels folgt 
und ob die Ausgangsstellung der Kapillarkurve genau wieder erreicht 
wird, wenn das Volumen auf den Ausgangswert zuriickkehrt. 

Nr. 1 und 2 sind leicht zu kontrollieren. Wurde der Muskelhalter 
aus der Befestigung im Stopfen ausgeschraubt und lose in das GefiB 
gelegt oder wurde der Stopfen um 180° gedreht, so daB die Stange des 
Muskelhalters zwischen den sich kontrahierenden Muskel und die 
Kapillare zu liegen kam (dies war die Anordnung in unserem ersten 
GefaiB), so wurde der Kapillarausschlag weder in seiner GréBe noch in 
seiner Form geaindert. Die Befestigung des Halters im Stopfen war ja 
fiir die isometrischen Versuche zur Registrierung der Spannung not- 
wendig, zumal der Muskel die Glaswand nicht beriihren sollte. 

Das Fehlen von Joulescher Wirme lieB sich einfach kontrollieren, 
indem der Rollenabstand bestimmt wurde, der in einem bloB mit Ringer- 
lésung gefiillten GefaB bei gleicher Anordnung der Elektroden und gleicher 
Art der Stromerzeugung eine an der Dilatation erkennbare Erwarmung 
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ergibt. Diese Erwarmung macht sich durch ein scharfes Abbiegen det 
Basislinie geltend, das beim Ausschalten des Stromes wieder mit einem 
scharfen Knick endet, von wo langsam die Nullstellung wieder erreicht 
wird. 


Dampfung der Kapillarausschlagqe. 


Umfangreiche Kontrollen wurden beziiglich des 3. genannten Punk- 
tes angestellt, der unverzerrten Wiedergabe der Volumenschwankung 
durch den Kapillarausschlag. Eine ungefaihre Priifung wurde zunachst 
durch Dehnen und Entspannen von Gummibandern erzielt. Diese 
saBen mit einem Ende an einem beweglichen Eisenring, der lings der 
Haltestange verschieblich war. Schaltete man einen Elektromagneten 
ein, der vor der Glaswand, dem GefiB gegeniiber, befestigt war. so 
wurden die Gummibander gedehnt, womit cine Dilatation verbunden 
ist. Mit Ausschaltung des Stromes erschlafften sie, womit cine Volumen- 
kontraktion verbunden ist. Ein- und Ausschalten des Stromes wurde 
dann gleichzeitig mit dem Kapillarausschlag registriert. Die grébt- 
mégliche Steilheit der Kapillarkurve lieB sich so doch nicht erhalten, 
weil die Dehnung nicht momentan erfolgt und sich cine Nachdehnung 
anschliebt. 

Diese genauere Priifung geschah mittels des in Abb. 5 wieder- 
gegebenen Apparats, der an die Stelle des Muskelhebels in das Gefils 
eingeschraubt wurde. Ein Messingnapf von etwa 3 ccm ist oben mit 
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Abb. 5. 


Apparat zur Erzeugung rhythmischer Volumenschwankungen von variabler Frequenz. Die 
Luftkammer ist mit einem Deckglas verschlossen, das durch einen elektromagnetisch 
gezogenen Hammer mittels eines unterbrochenen Gleichstroms beklopft wird. © nat. Gr.) 


einem Deckglaischen von 0,2 cem luftdicht verschlossen. = Der ab- 
geschlossene Luftraum wird durch Beklopfen des Deckglaschens mit 
einem kleinen Hammer rhythmisch komprimiert, indem der Hammer 
durch einen Elektromagneten von S00 Ohm Widerstand abwechselnd 
angezogen und freigelassen wird. Die Frequenz der Unterbrechung 
des magnetisierenden Gleichstromes wird mit einem Bernsteinunter- 
brecher variiert (statt dessen lagerten wir auch gelegentlich iiber einen 
konstanten Strom eine Sinusschwingung mit einem Tonsender des 
Instituts fiir Physik, der eine veranderliche Frequenz besals). 

Auf das Ende des beweglichen Hebels ist ein Spiegel aufgekittet, 
der den mechanischen Ausschlag des Hammers gleichzeitig zu registrieren 
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gestattet. Zwei Stiicke der so erhaltenen Kurven sind auf Abb. 6 und 7 
wiedergegeben. Es zeigt sich dabei, da} 50 Perioden pro Sekunde 
(d. h. LOO Richtungswechsel) in der groBen Kapillare noch gut registriert 
werden, wahrend 100 Perioden schon deutlich verkleinert sind. Ob die 
zunehmende Verkleinerung der AusschlagsgréBe mit  wachsender 
Frequenz teilweise auf Daimpfung beruht, ist nicht sicher entscheidbar. 





Abb. 6. 


Khythmische Volumenschwankung, erzeugt mit dem Apparat Abb. 5 bei 50 Perioden pro Se- 
kunde (100 Richtungswechsel) in der weiten Kapillare. Volumenkontraktion nach oben, 
Dilatation nach unten. 


Abb. 7. 


Gleiche Versuchsanordnung wie Abb. 6 unter Aufzeichnung der Vibration des Hammers und 

grober Trommelgeschwindigkeit (80 cm pro Sekunde). Die senkrechten Tuschestriche zeigen 

die Koinzidenz yon Hammerbewegung und Kapillarausschlag beim Einsetzen der Schwingung 

und die spatere Verschiebung des Maximums der Dilatation bzw. Kontraktion gegeniiber 
der Bewegung des Hammers infolge der Dimpfung (vgl. auch Abb. & und 9). 


Doch kann die Dampfung bis zu einer Frequenz von 50 pro Sekunde 
nur eine geringe Rolle spielen, denn bei Benutzung dinner Deckglaschen 
geht hier der Meniskus der Kapillare zwischen den Schwingungen fast 
bis zur Nullinie zuriick (vgl. Abb. 6). Der unvollstandige Riickgang bei 
dickeren Deckglaschen mu®B danach auf der mechanischen Tragheit 
des eingebauten Systems beruhen. Bei der gleichen Frequenz ist aber, 


unter Beriicksichtigung des veranderten Querschnitts, der Ausschlag 
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in der engen Kapillare (20mm vom Beginn) nur! bis ' 4 so gro 
Bei noch gréberer Entfernung vom Ansatz ist die hier in Erscheinung 
tretende Dampfung noch erheblich gréBer: doch kam meist ein Abstand 
von 20mm fiir unsere Aufnahmen in Frage. 

Aus der zeitlichen Verschiebung der Umkehrpunkte der Kapillar- 
kurve gegentiber derjenigen des Spiegels ergibt sich fiir die hier be- 
nutzten Frequenzen und Amplituden eine maximale Verzégerung um 
eine drittel Schwingung, d.h. um 76. Das gilt aber nur fiir mehrere 
aufeinanderfolgende Schwingungen. Die erste Meniskusschwingung 
setzt genau gleichzeitig mit der Bewegung des Hammers ein, d. h. ent- 
sprechend der MeBgenauigkeit innerhalb von 16 (vgl. Abb. 7). Das ist 
auch theoretisch erfordert, da die Verzégerung hier offenbar nur durch 
die Fortpflanzungsgeschwindigkeit der StoBwelle verursacht sein kann. 
Da der Abstand vom Deckglas (bzw. des an gleicher Stelle liegenden 
Muskels) bis zum Meniskus héchstens 16 em betragt und die Geschwin- 
digkeit der Schallwellen im Wasser 1.4 km pro Sekunde, so kann die 
Verzégerung nur etwa 0,16 betragen. 

Auf Vorschlag von Herrn Prof. Broemser, dem wir auch hier fir 
seine Beratung bestens danken, wurde noch eine zweite Methode zur 
Ermittlung etwa auftretender Kurvenverzerrungen benutzt, nimlich 
die Feststellung der Frequenz und Dampfung der Eigenschwingungen 
des Systems. Aus dieser laBt sich nach Frank! die wirksame Masse 
der manometrischen Anordnung unmittelbar entnehmen und fiir jede 
Versuchskurve die korrigierte wahre Kurve der Volumenschwankung 
konstruieren. Dazu wurde auf die Kapillare ein sich trichterformig 
erweiterndes Glasrohr mit seitlichem Ansatzstiick aufgesetzt und auf 
das erweiterte Ende eine Membran aus Kondomgummi gespannt. 
Vom seitlichen Ansatz aus wurde ein manometrisch gemessener Druck 
vorgelegt, der Druck wurde plétzlich aufgehoben, indem die Membran 
mit einem Bunsenbrenner durchgebrannt wurde (Methode von Broemser). 
Die Eigenfrequenz NV ander Stellea (Abb.1) betragt danach 36 pro Sekunde, 
das Diampfungsverhaltnis / fiir zwei aufeinanderfolgende halbe Schwin- 


gungen 3.15, das nat. log. Dekrement 1) 1.2. Entsprechend wurde 
fiir die Schwingungen in der engen Kapillare (Stelle 6), 8 mm vom 
Ursprung, eine Eigenfrequenz V 25, k= 45, D 1.5 gefunden: 
und fiir die Stelle ¢, 20mm vom Ursprung, .V Is, & 0, D = 23. 


Will man die Eigenschwingung aus den Dimensionen des Apparats 
berechnen nach der Formel: 


» ] E 
, 1 ia (1) 


wo E” der Elastizitatskoeffizient des Systems — 1p’. vol, W’ die wirk- 


same Masse des schwingenden Systems bedeutet, so mu man, statt 
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mit der echten Kompressibilitat des Wassers (8) mit der schein- 
baren Kompressibilitét (p’) rechnen, die durch die Nachgiebigkeit 
der Glaswande und der Hahne in unserem Fall auf das 2,3fache 
derjenigen der Wasserfiillung erhéht wird. Aus den Konstanten des 
GrefiBes und der gemessenen Kompressibilitat wiirde sich NV berechnen: 
fiir die Stelle a zu 42 pro Sekunde (statt 36), fiir die Stelle 6 zu 33 pro 
Sekunde (statt 25) und fiir die Stelle ¢ zu 26 pro Sekunde (statt 1s). 
Um die GréBe der Korrektur zu bestimmen, die sich fiir die tat- 
sichlich aufgenommene Volumenkurve aus den gemessenen Werten 
von V und P ergibt, benutzen wir nach O. Frank! die Formel 
K' dz . M dz ” 
Soe ee ae eae ) 


Hier bedeutet xgem. und ayorr, die aufgezeichnete bzw. die korrigierte 
Ordinate jedes Kurvenpunktes, ¢ die Zeit in Sekunden, £’ und WV’ das- 
selbe wie oben, A’ den Daimpfungskoeffizienten. Aus der experimentel] 
bestimmten Schwingungsdauer 7’ berechnet sich 





kK’ 4D 5 
= i ox 1 : 
E’ tT! (3) 
M’ T? (4 
= P _ 
Bi © 452.4 D? 
Fir die Stelle a erhalten wir mit den oben angegebenen Werten: 
Ka 3.10> 3, a, == $.0-*, 
ebenso fiir ¢: 
x, 1.1. 10-2, mg, = 7. -*. 


Wir nehmen zur Vereinfachung nur zwei Faille an, erstens die 
Volumenkurve der Einzelzuckung steigt linear bis zum Maximum, und 
zweitens sie steigt in S-f6rmiger Kriimmung zum Maximum. Da die 
Volumenkurve im Tetanus keine steileren Anteile besitzt als die der 
Kinzelzuckung, kann sie ebenso auBer Betracht bleiben wie der Riickgang 
der Volumenschwankung nach der Erschlaffung, da auch dieser Riickgang 
viel langsamer erfolgt als die Volumenkontraktion. Ferner setzen wir 
voraus, daB im Mittel die Spannungszunahme und die damit zusammen- 
fallende Volumenkontraktion (dieser Zusammenhang wird in der fol- 
genden Arbeit noch naher betrachtet) bei 10° etwa 0,1 Sekunden, bei 15° 
0,05 Sekunden, bei 20° 0,033 Sekunden betragt. Dann wiirde z. B. bei 
15° bei der Annahme eines linearen Anstiegs gelten, unter AuBeracht- 
lassung der Unstetigkeit zum Beginn 

, dz - 


dz 
gy (x) = Wt; x, a. ‘.-*; Ha = 22.10 *, 


' Zeitschr. tf. Biol. 44. 445, 19038. 
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wahrend im Gipfel der Volumenkurve 2 1 ist. Doh. wegen der 
Dampfung ist in der weiten Kapillare das Maximum um hochstens 6° ,,. 
in der engen Kapillare an der Stelle ¢ héchstens 22°,, gréBer als auf der 
Kurve verzeichnet. Bei 10° wiirde die Korrektur nur die Halfte, bei 20° 
das 1' ,fache betragen. Da bei linearem Anstieg die Beschleunigung 
Null ist, fallt das dritte Glied der Korrekturformel fort. 

Im Falle des S-férmigen Anstiegs der Volumenkontraktion, bei 
der also keine Unstetigkeit zu Beginn und zum Schlu®B auftritt, ist uns 
von Herrn von Muralt der Verlauf der Kurve berechnet worden fiir die 
willkiirlich angenommene Forme! 

=e Fr, wo y = 232i 1). (9) 
Hier ist a die Kontraktionsdauer bis zum Erreichen des Maximums det 
Volumenschwankung. 

Fir 15°, wo wir a 0,05 annehmen, erhalten wir z. b. 

2 = e~ * (t— I>, (t) 


Auf Abb. 8 ist dargestellt : a) die der Formel entsprechende ,,gemessene™ 
Kurve, b) der mit x, multiplizierte Differentialquotient da dt und ¢) die 
danach korrigierte Kurve. Das Maximum der Volumenkontraktion 
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Abb. 8. 


Kurvenkorrektur fiir eine S-firmige Kurve der Volumenschwankung (Einzelheiten im Text 


: : . dy 
—— Registrierte Kurve (7), Korrekturkurve (x : ). ---- kerrigierte Kurve 


wird hier absolut um etwa 15°,, erhéht (fiir die Stelle der Kapillare c¢). 
Gleichzeitig fallt dieses Maximum auf einen Zeitpunkt, der etwa ein 
Fiinftel friiher liegt als das registrierte Maximum. 


Auf Grund graphischer Interpolation ist eine richtige Korrektur- 
kurve nach der vergr6Berten Aufnahme einer Einzelzuckung bei 15° 
etwa an der Stelle ¢ der engen Kapillare in Abb. 9 wiedergegeben (Ver- 
suchsprotokoll 62a). Die Dauer bis zam Maximum betrug hier 0,09 Se- 
kunden, die ausgezogene Kurve ist die VergréBerung der photo- 
graphischen Aufnahme, die punktierte Kurve ist der mit x, multi- 
plizierte Differentialquotient dx dt, der im linearen Teil des Anstiegs 
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18°, des Maximalwertes von 2 ausmacht, und die gestrichelte Kurve 
die korrigierte Volumenkurve wahrend der Zu- und Abnahme = der 
Kontraktion. Das Maximum wird 0,02 Sekunden friiher erreicht als 


gemessen und liegt 6°,, héher als dieses. 
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Abb. 9. 


Kurvenkorrektur fiir eine vergréferte Aufnahme einer registrierten Einzelzuckung bei 15° 
(enge Kapillare, berechnet fiir c). Bezeichnungen wie Abb. 8, 


Die Korrektur fiir die Beschleunigung 


ist in allen Fallen zu klein, um nachweisbar zu sein, zumal «7 nur etwa 
io Von * betrigt. Wie die Abb. 9 zeigt, liegt der wirkliche Kurven- 

verlauf zwischen den beiden oben betrachteten Fallen des linearen 
Anstiegs und einer Funktion vom Typus ¢ 0. 

Im Tetanus spielt die Korrektur eine viel kleinere Rolle, da sie 
bei ahnlich steilem Anstieg der Volumenkontraktion wie in Abb. 9 
in absolutem Betrage nicht gréBer sein wiirde wie dort. In diesem Fall 
ist dagegen, wie schon oben erwahnt, die Korrektur durch die Kon- 
traktionswarme nicht unbetrachtlich. Es muB aber hervorgehoben 
werden, daB diese Betrachtung nur die GréBenordnung der zu erwarten- 
den’ Korrekturen festlegt, da die photographischen Aufnahmen zum 
Teil an etwas anderen Stellen der Kapillare, als hier angenommen. ist, 
gemacht wurden und ferner die Dauer der Einzelzuckung auch_ bei 
gleicher Temperatur schwankend ist, und daB schlieBlich verschiedene 
VolumengefaiBe mit nicht genau gleichen Konstanten —benutzt 
worden sind. 

Zusammenfassung, 

In der Arbeit wird die Apparatur zur Messung und photographischen 

Registrierung der Volumenschwankung des Muskels beschrieben. 
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Uber die Volumenschwankung des Muskels 
in Zusammenhang mit dem Chemismus der Kontraktion'. 


Il. Mitteilung: 


Die Volumensehwankung bei verschiedenen Kontraktionsformen., 


Von 
0. Meyerhof und W. Mohle. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizi- 


nische Forschung, Heidelberg.) 
(Eingeqangen am 2, Mdrz 1935.) 
Mit 16 Abbildungen im Text. 


I. Isometrische Kontraktion. 


Die mit den vorstehend beschriebenen Methoden ausgefiihrten 
Messungen der Volumenkontraktion sollen nun an der Hand _ einer 
Reihe von Kurven wiedergegeben und besprochen werden, — In 
quantitativer Beziehung besteht der hauptsachlichste Unterschied 
zwischen der isometrischen und der isotonischen Kontraktion. Die 
isometrische wird daher zunachst behandelt. Ohne EinfluB auf Grobe 
und Verlauf der Volumenschwankung ist, ob der Muskel direkt oder 
indirekt gereizt wird. Das konnte leicht durch abwechselnde Reizung 
mit den zwei in das GefaiB eingebauten Elektrodenpaaren festgestellt 
werden. Die Versuche wurden teils bei 10°, teils bei 15 oder 20°, in 
einzelnen Fallen auch bei 0,3° ausgefiihrt. 


1. Einzelzuckungen (vel. Abb. 1, 2. 3. 4.5). 


Die Volumenschwankung bei der Einzelzuckung laBt schon mehrere 
Eigenschaften erkennen, die sich bei der tetanischen WKontraktion 
wiederfinden: Ein steiler Anstieg synchron mit der Spannungszunahme 
und ein flacherer Abfall wahrend der Erschlaffung, der aber unvoll- 


1 


Vorlaufige Mitteilung auf dem XIV. Internationalen Physiologen- 
KongreB, Rom, September 1932. abgedruckt Naturwiss.. Festhett tur 
A. Berliner, 20. 977, 1932. 
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standig ist und einen Riickstand hinterlaBt. Infolgedessen entsteht 
zu Beginn einer Zuckungsserie durch die Summation der Riickstande 
eine ,,Treppe™. 

Wenn auch starkere Spannungsentwicklung im allgemeinen gréBere 
Volumenkontraktion bewirkt, so gibt es doch kein konstantes Ver- 
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Abb. 1. 


6 Kinzelzuckungen von schwach ermiideten Muskeln bei 10°, In diesem und allen folgenden 
photographischen Kurvenbildern ist auf der obersten Geraden 0 der Reizmoment bzw. beim 
letanus das Reizende markiert, auf der mit 1 bezeichneten Kurve die Spannungsentwicklung, 
nach unten geschrieben, und darunter (mit 2 bezeichnet) die Volumenkontraktion, nach oben. 
la die Volumenkurven aus der Abbildung des belichteten Meniskus entstehen, hingt die 
‘ Scharfe und Sehwarzung der Linien von den optischen Einstellungsbedingungen und der 
Trommelgeschwindigkeit ab.  Aufnahme in der engen Kapillare, im Original 18 fach ver- 
grofert. Gesehwindigkeit 12,6mm pro Sekunde. Einzelheiten s. Text. 


Abb. 2. 
3 Einzelzuckungen eines unermiideten Muskels bei 15°. Die Basislinie ist verlangert, um die 
dureh die Riieckstinde gebildete Treppe zu zeigen. Enge Kapillare. Geschwindigkeit 44 mm 
pro Sekunde. 





fT} _—_—_— == a 


Abb. 3. 


+ Kinzelzuckungen vom Parallelmuskel von Abb. 3, Aufnahmen in der weiten Kapillare mit 
35 facher Vergréterung. Einzelheiten s. Text. 


hiltnis zwischen beiden, auch nimmt mit zunehmender Ermiidung die 
Volumenschwankung rascher ab als die Spannung. In Abb. 1, 2 und 3 
sind drei kurze Serien von Einzelzuckungen von nicht oder schwach 
ermiideten Muskeln wiedergegeben. 
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Abb. 1 ist bei 10° und ei wer Trommelgeschwindigkeit von 12.5 em pro 
Sekunde aufgenommen (Prot >koll 21). In diesem Falle war der Muskel 
durch eine Reihe vorangega igener Tetani etwas ermiicdet. Bei lL6b5g 
Muskelgewicht und einer Spennungsentwicklung von 1150 g pro Zuckung 
hetragt der Volumenausschlag in der engen Kapillare 4 bis 4.5 mm oder 





Abb. 4 
Einzelzuckung, registriert mit einer Geschwindigkeit von 200 mm pro Sek. 15°. Weite 
Kapillare. 35 fache Vergréferung, Gewicht des Muskels 1,5 ¢; Spannung 700 g. Der senkrechte 
Tuschestrich zeigt die genaue zeitliche Koinzidenz von Spannungseintritt und Beginn der 
Volumensechwankung. 


” 
Abb. 5. 
Einzelzuckung bei 22°, Geschwindigkeit 200 mm pro Sekunde. Aufnahme wie Abb. 4. Der 
erste senkrechte Strich ist durch das Sehwiarzungsmaximum des Offnungsfunkens gezogen 
(das Funkenbild ist durch Retlexe etwas verwaschen). Der zweite Strich zeigt wieder den 


Zusammenhang von Kontraktionseintritt und Volumenschwankung. Spannung 550 g, Muskel- 
gewicht 1,55 g. 

1.1. 10-%cem. Abb. 2 und 3 sind mit symmetrischen Muskeln in der engen 

und weiten Kapillare aufgenommen bei 15° und einer Trommelgeschwindig- 

keit von 44mm pro Sekunde (Protokoll 62). Abb. 2 mit IS8facher Ver- 

gréBerung ergibt pro Zuckung 8.0mm _ oder absolut 2.1. 10-7 %eem, bei 


1150 ¢ Spannungsent wicklung und einem Muskelgewicht von 1.75 ¢. Abb. 3 
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ist dagegen unmittelbar nachher in der gene 1. fiinffach weiteren Kapillare 
mit 35facher VergrOoBerung aufgenommen unc ergibt bei 1350 g¢ Spanmungs- 
entwicklung pro Zuckung 5mm auf der Or ginalkurve. Dies ist absolut 
3.9. 10-°cem, was, auf die Spannung des anderen Muskels reduziert, 
3.0. L0-®cem gleich kame. 

Wenngleich keine genaue Cbereinstimmung bei solehen Vergleichen 
zu erwarten ist, so ist doch wahrscheinlich, da der hier gefundene 
Unterschied zwischen der Aufnahme in der weiten und engen Kapillare 
zu einem erheblichen Teil auf die Dampfung in der engen Kapillare 
zurickzufiihren ist. Tatsachlich sind die Ausschlige in diesem Versuch, 
die etwa 2. 10° des Muskelvolumens betragen, die gréBten, die bei 
Kinzelzuckungen gefunden sind. 

Bei der Einzelzuckung interessiert besonders das zeitliche Ver- 
haltnis zwischen der Zuckung und der Volumenkontraktion. Zu diesem 
Zweck wurden Aufnahmen mit hoher Geschwindigkeit (20 und 30 ¢m 
pro Sekunde) in der weiten Kapillare (0,24 qem) gemacht. Die Volumen- 
kontraktion wird dadurch natirlich sehr abgeflacht, in einigen Fallen 
wurde der Funke des Offnungsschlages mitphotographiert (vgl. Abb. 5). 
In keinem Fall beginnt die Volumenkontraktion vor der Spannungs- 
zunahme, vielmehr fallt innerhalb der Versuchsgenauigkeit von 1 6 
(0.2 bis 0.3.mm der Originalkurve) der Beginn beider genau zusammen 
(vgl. Abb. 4 und 5) (Protokoll Nr. 73b, 74d). Abb. 4 ist) bei 15°, 
Abb. 5 bei 22° aufgenommen. Aus entsprechenden Aufnahmen bei 15°, 
unter Mitphotographierung des Offnungsfunkens, die wegen ungeniigen- 
der Schwarzung fiir die Reproduktion ungeeignet sind, ergibt sich eine 
Latenzperiode bei Reizung vom Nerven von 6 bis 86. Man sieht jedoch, 
daB der Beginn der Volumenschwankung mit der Kontraktion innerhalb 
16 zusammenfallt. Vielleicht ist eine ganz geringe Verzégerung des 
Maximums der Volumenschwankung gegeniiber dem Maximum der 
Spannung festzustellen, die etwas gr6éBer sein kénnte, als sich aus der 
Dampfungskorrektur berechnet. 


2. Tetans, 
a) Dauer des Tetanus. 

Die Volumenschwankung bei der tetanischen Kontraktion ist sehr 
charakteristisch. Der typische Verlauf, der sich, von wenigen Aus- 
nahmen abgesehen, in allen Aufnahmen nicht zu weitgehend ermiideter 
Muskeln wiederfindet, ist der folgende: Wahrend der Spannungs- 
zunahme steigt die Volumenkontraktion steil an: wahrend der Aufrecht- 
erhaltung der Spannung wird dann der Anstieg flacher, wobei die 
Volumenverkleinerung mit konstanter Steigung der Kurve so lange 
fortschreitet, bis die Erschlaffung einsetzt. Vom Reizende bis zur 


Erschlaffung steigt die Kurve noch weiter, ja 6fters sogar noch etwas 
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steiler an und sinkt erst bei oder kurz nach der Erschlaffung ab. aber 
keineswegs auf das Ausgangsniveau. Der verbleibende Riickstand 
ist meist sehr betrachtlich. um so gréBer, je anger die Dauer des Tetanus. 

Im iibrigen ist das Verhaltnis der GréBe dieses Riickstandes zum 
Maximum der Volumenkontraktion auBerst schwankend., Haufig 
bleibt nach der Erschlaffung ein Riickstand von? , bis ® 


odes Maximums 


der Volumenverkleinerung tibrig (vgl. Abb. 6 und 7). Ist dagegen die 

















* t 


Abb. » 
2-Sekunden- und 4-Sekunden-Tetanus. O-Markierung des Reizendes.  Muskel vorher  teil- 
weise ermiidet. Spannung 2.0 kg; Muskelgewicht 1,65 g. 10°. Maximale Volumenkontraktion 
beim 2-Sekunden-Tetanus 17.5 mm, beim 4-Sekunden-Tetanus 23.5 mm Enge Kapillare 


Geschwindigkeit 5.3 mm pro Sekunde 








Abb. 7. 
Zwei aufeinanderfolgende 4-Sekunden-Tetani, Direkte Reizung. Summation der Riiekstaude 
Muskel vorher durch mehrere Tetani zu 2- und 4-Sekunden zum Teil ermiidet. Muskelgewicht 
205g. Spannung: 1. Tetanus 2500 g, 2. Tetanus 2350g bei 28mm bzw. 23 mm Kapillar- 
ausschlag (enge Kapillare). Zu Beginn der Ermiidung betrug die Spannung 3500 ¢ und 40 mm 
maximale Volumenkontraktion beim 4-Sekunden-Tetanus, Entsprechend der yorangegangenen 

Ermiidung sinkt der Riickstand beim zweiten Tetanus rascher als beim ersten, (100) 
Volumenverminderung im Verhaltnis zur Spannungsentwicklung ab- 
norm groB, so ist auch der Riickgang bei der Erschlaffung sehr groB 
(vgl. Abb. 12). Ferner ergaben einige Versuche an Winterfréschen, 
daB hier der Riickgang sehr groB, d. h. der Riickstand sehr klein war, 
wenn der Muskel eine geringe Anfangsspannung hatte und daf mit 
wachsender Anfangsspannung der Riickstand erheblich gréBer wurde. 
Ob dies auch dann gilt, wenn der Riickstand von vornherein betrachtlich 
ist, ist bisher nicht untersucht worden. 

Der zunichst im Erschlaffungsmoment verbliebene Riickstand 
bleibt nicht unverandert bestehen. Nur zu Beginn einer Ermiidungs- 
serie ist er fiir langere Zeit ziemlich konstant. Bei jedem folgenden 
Tetanus geht er rascher zuriick und dabei wird der gesamte Riickgang 
sogar in einer Serie aufeinanderfolgender Tatani allmahlich gréBer, 
als der zuletzt verbliebene Riickstand war, so da} die anfanglich statt- 
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findende Summation der Riickstande im Verlauf einer Serie aufeinander- 


folgender Tetani nicht nur bald aufhért, sondern véllig wieder beseitigt 





Abb. 8. 














korrigierte Gesamteffekt 
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b) Gesamteffekt der Volumen- 
schwankung. 


Bei derartigen Versuchen totaler 
Ermiidung durch eine gréBere Reihe 
aufeinanderfolgender Tetani ist es von 
Interesse, den Gesamtausschlag fest- 
zustellen, der am Ende der Er- 
midung eingetreten ist.  Dafiir ist 
nicht nur eine gute Konstanz der 
Mittellage des Meniskus erforderlich, 
die durch die Temperaturkonstanz des 
Thermostaten bedingt ist, sondern es 
muB, wie oben S. 458 erértert, auch 
noch die gesamte Kontraktionswarme 
beriicksichtigt werden. Ein solcher 
Versuch (Protokoll Nr. 52), aufge- 
nommen in der weiten Kapillare von 
0,19 qmm, ist in Abb. 9 wiedergegeben. 


Mit IS Tetani zu 2 Sekunden ist 
ein 1.24g¢ schwerer Muskel (Lange 4.0¢m) 
ber 15° nahezu vollstandig ermitidet. Die 
Spannung, die anfangs 2200 g¢  betrug. 
fiel am SchluB auf 400g¢ und wurde 
dann nur ganz kurz autrechterhalten. 
Schatzungsweise wurden 120000 ¢.¢m 
.sec in isometrischer Spannung geleistet, 
was bei einem Kz, von 3 (fiir 15°) 
40000 gem Warme oder | geal entspricht. 
Dies hatte eine Verlagerung der Basis- 
linie von Smm zur Folge. Die Cresamt- 
dauer der Ermiidung betrug 4.5 Minuten, 
so daB nach der Berechnung. S. 458, 
die Warmedilatation zur Halfte aus- 
geglichen sein mute, demnach eine 
Dilatation von 4mm zu erwarten war. 
In diesem Falle ist tatsdachlich eine Ver- 
lagerung der Basislinie von 4 bis 5mm 
aufgetreten, so dab der horriqierte Ge- 
samteffekt genau Null ist. In anderen 
Versuchen ist jedoch der auf diese Weise 
Sinne der Dilatation. So ist in einer 


Reihe isotonischer 2-Sekunden-Tetani eines 2 g schweren Muskels bei 15°. 
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nach 13 Tetami. die noch nicht zu volliger 
Ermtdung gefiihrt haben, in 90 Sekunden 
eine Dilatation von 22 mm = (gemessen 
in der groben Kapillare) erfolgt (IS8tache 
VergréBerung). Bei héchstens 1.5 eal 
ist nur eine Verlagerung bis zu l5mm 
zu erwarten. 


Auf jeden Fall ergibt sich aber, dab 
der Gesamteffekt der Volumenschwan- 
kung klein und héchstens im Sinne 
der Dilatation gelegen ist, so daB der 
tiickstand der Volumenkontraktion 
zu Beginn mit der Zeit beseitigt wird. 
Man sieht aus Abb. 8, dab schon 
nach vier 4-Sekunden-Tetani die Basis- 
linie fast wieder erreicht wird. 


¢) Formen der Volumenkurve. 


Das Verhaltnis der GesamtgréBe 
der Volumenschwankung zur Span- 
nungsentwicklung ist stark schwan- 
kend. Vor allem ist der steile Anstieg 
der Volumenkurve  wahrend — der 
Spannungszunahme im Verhaltnis zur 
GroBe der Spannung — verschieden, 
waihrend im nachfolgenden Abschnitt 
der konstante Zuwachs der Volumen- 
kontraktion wahrend der Aufrecht- 
erhaltung der Spannung = bei uner- 
miidetem Muskel recht ahnlich ist. 
Auf die Zeiteinheit bezogen, bildet er 
bei derselben Temperatur einen unge- 
fihr gleichen Winkel mit der Abszisse 
(s. S. 480). Dieser zweite Kurven- 
abschnitt andert sich bei fortschreiten- 
der Ermiidung des Muskels erst dann 
betrachtlich, wenn die Spannung im 
Verlauf) des Tetanus abfallt (vg. 
Abb. 10). Bei ganz extremer” Er- 
miidung wird die Volumenkontraktion 


schlieBlich negativ, d.h. es findet eine geringe Dilatation statt. Dies 
kénnte indes auf Warme beruhen: die Spannungsentwicklung ist dann 


schon auf einen ganz geringen Bruchteil gesunken. 
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In Abb. 10 (Protokoll 35) sind sieben aufeinanderfolgende 4-Se- 
kunden-Tetani von einem vorher weitgehend ermideten Muskel wieder- 
gegeben. Ein Gastrocnemius (Gewicht 1.25 g. Lange 41 mm) war vorher 
durch 22 maximale Tetani von im ganzen 30 Sekunden Dauer ermiidet. 
Nach einer Pause wurde die Reizung wieder begonnen. Wie man sieht, 
tritt zundichst wieder eine sehr kleine Summation der Riickstande auf, 
die aber rasch verschwindet. Entsprechend dem Nachlassen der Span- 
nung innerhalb der Reizzeit sinkt auch die Volumenkontraktion schon 
innerhalb des Tetanus ab. 

Zur Deutung der tetanischen Volumenschwankung ist der Kurven- 
ablauf bei unvollstandigem Tetanus aufgenommen (Abb. 11). | Jeder 














Abb. 11. 


CUnvollstandiger Tetanus von 0.5 Sek. bei 200, Muskelgewicht 1.28 g. Maximale Spannung 
1100 g. Reizfrequenz 12 pro Sekunde. Enge Kapillare. Geschwindigkeit 44 mm pro Sekunde. 


einzelnen unvollstandig verschmolzenen Zuckung entspricht ein ge- 
trennter Volumenausschlag. Bei 20° kénnen noch bis zu einer Frequenz 
von 20° pro Sekunde, entsprechend dem unvollstandigen Tetanus, 
getrennte Volumenschwankungen erkannt werden. Sobald aber die 
Spannungskurve glatt ist, gilt dies auch von der Volumenkurve (die 
entgegenstehende Angabe von Ernst ist nicht zutreffend). Aus der 
Kurvenform des unvollstandigen Tetanus ergibt sich fiir die Volumen- 
kurve des glatten Tetanus die wahrscheinliche Deutung, daB der steile 
Anstieg wahrend der Spannungszunahme aus einer Summation der 
Kurvenanstiege der Einzelzuckungen besteht. der nachfolgende flachere 
Anstieg der Kurve wahrend der Aufrechterhaltung dagegen der Sum- 
mation von Riickstainden, wobei jedes folgende Kontraktionselement, das 
nur zur Aufrechterhaltung der Spannung dient, einen Zuwachs der 
Volumenkontraktion von der GréBe des Riickstandes einer Einzel- 
zuckung liefert. Bei der Erschlaffung hért dieser Zuwachs auf, und der 
mit der Spannungszunahme verkniipfte Teil des Gesamteffektes ver- 


schwindet wieder. Dagegen bleibt der Gesamtbetrag aller Rickstande 
brig und ergibt den Riickstand nach Ablauf des Tetanus. In der Tat 
tritt ja bei abnorm grobem Anstieg der Kurve wahrend der Spannungs- 
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zunahme ein entsprechend groBer Abfall der Volumenkurve bei der 
Erschlaffung ein. Ein solcher Versuch ist z. B. auf Abb. 12 wieder- 
gegeben (vgl. auch Abb. 13). Die maximalen Volumenkontraktionen 
sind in der folgenden Tabelle I, Nr. 1 und 2 aufgefiihrt. Dabei 
betragt die Volumenkontraktion bei der Spannungszunahme etwa 




















Abb. 12. 
Sehr grofie Volumenkontraktion bei 0,2-Sekunden-Tetanus. Muskelgewicht 1,25 g¢. 10°. Span- 
nung 1250g. Volumenausschlag 41 mm (= 1,1.10 4 c¢em). Enge Kapillare. Der Volumen- 
ausschlag geht bei der Erschlatfung bis auf 1/, zurtick. 


das 1. 10-*fache des Muskelgewichtes. Dieser Anteil geht, wie aus der 
Hohe des Riickstandes im Verhaltnis zum Maximum hervorgeht, 
bei der Erschlaffung fast vollstandig wieder zuriick. In Versuch 1] der 
Tabelle | war die Spannung ungewohnlich groBb, obwohl der Muskel 
bereits durch verschiedene Tetani von insgesamt 20 Sekunden Dauer 
ermidet war. In Versuch 2. dagegen war die Spannung fiir die 
Muskelgr6Be relativ klein. Im letzteren Fall ist auf der Abb. 13b 
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Abb. 13. 
Volumenkontraktion bei einem isometrischen 2-Sekunden-Tetanus (a) und einem isotonischen 
(b) desselben Muskels. Versuch entspricht Tabelle III, Nr. 1 und 4. Enge Kapillare. Der 
Unterschied von isometrischer und isotonischer Volumenkontraktion ist meist kleiner als hier. 
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der Verlauf der Volumenkurve bei isotonischer Kontraktion im Parallel- 
muskel dargestellt. Man sieht den in diesem Fall besonders groBen 
Unterschied. 


Diesen beiden Versuchen sind in Tabelle I, Nr. 3 und 4, diejenigen 
gegentibergestellt, wo bei frischen, noch wenig ermiideten Muskeln 
umgekehrt der Volumenausschlag besonders klein im Verhaltnis zur 
Spannungsentwicklung war. Auch hier kommt dies ausschlieBlich auf 
Xechnung der Anspannungsphase, da der Zuwachs der Volumen. 
kontraktion pro Einheit der Spannung und Sekunde Tetanus nicht 
viel geringer war als im anderen Fall. In Versuch 4 (Protokoll 50) 
kam es nach dem Tetanus zu einem verhaltnismaBig raschen Absinken 
des Riickstandes mit positiver Verlagerung der Basislinie. Wiirde man 
die Volumenschwankung nicht von der Basislinie vor Beginn, sondern 
nach Ablauf der Kontraktion berechnen, so ware sie ebenso gro wie 
im Mittel der iibrigen Versuche. Man sieht schon hieraus, daB die 
Volumenkurve ein) komplexes Phinomen ist, an der verschiedene 
Vorgainge mit entgegengerichtetem EinfluB beteiligt sind, wie in der 
folgenden Arbeit genauer begriindet wird. 


Am besten reproduzierbar ist der Anstieg der Volumenkontraktion 
wihrend der Dauer des Tetanus, vorausgesetzt, dab die Spannung 
konstant bleibt. Eine Ubersicht hieriiber ist in Tabelle IL wieder- 
gegeben. Dabei ist die Zunahme der Volumenkontraktion pro Sekunde 
der Aufrechterhaltung der Spannung berechnet worden, und das Ver- 
haltnis dieser Zunahme zur GréBe der aufrechterhaltenen Spannung 

d Vol. Kear. io 
sec 


ke Spannung 


Dieser Ausdruck, der allerdings auch gewisse Schwankungen aufweist, 
wird im allgemeinen mit zunehmender Temperatur hoher. Das steht 
in Parallele zu dem mit wachsender Temperatur gesteigerten Energie- 
umsatz fiir die Zeiteinheit der Spannungserhaltung und deutet wie andere 
Umstande auf den zur Hauptsache chemischen Ursprung der Volumet- 
kontraktion hin. In der Tabelle IL sind zum Schlub zwei isotonische 
Versuche aufgefiihrt, die zeigen, daB hier der Anstieg der Volumen- 
kontraktion recht verschieden ist : doch liegen nicht geniigend Messungen 
des isotonischen Tetanus vor. 


IL. Isotonische und auxotonische Kontraktion, 


Eine Reihe von Aufnahmen der Volumenschwankung bei isotoni- 
schem Tetanus ohne Registrierung der Verkiirzung wurde wie folgt 


gemacht: Zunichst wurde die Volumenkurve bei isometrischem Tetanus 
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aufgenommen, dann wurde der Muskelhalter um mehrere Millimeter in 
Richtung der Spannungsfeder verschoben, so daB nunmehr bei der Kon- 
traktion sich der Muskel entweder ganz frei verkiirzen konnte oder nur 
am SchluB am Spannungshebel angriff, wie an der Kurve des Spannungs- 
verlaufes erkennbar war. Ein derartiger Versuch ist in der nachsten 
Tabelle ILL angefiihrt und teilweise auf den Abb. 13a und 13b ab- 
gebildet. In diesem Fall sind zunachst zwei Serien isometrischer Tetani 
von verschiedener Dauer nacheinander aufgenommen, wobei durch 
den Einflu8 der Ermiidung bereits der Volumenausschlag bei un- 
veranderter Spannung deutlich absinkt. Dann wurde der Muskel um 
4mm gelockert, so daB er sich um 4mm verkiirzte und dann erst am 
Spannungshebel angriff, wodurch die Spannungsentwicklung auf ein 
Drittel sank. SchlieBlich wurde er véllig entspannt, so daB er sich frei 
isotonisch verkirzte. Zum SchluB wurde wieder cine isometrische Serie 
aufgenommen. — Beriicksichtigt man in diesem Fall nur die beiden 
Kontraktionsreihen 4 und 5, so ist der isometrische Volumenausschlag 
das 10fache des isotonischen, wahrend der Ausschlag bei halber An- 
spannung etwa die Halfte des isometrischen betragt. Die 2-Sekunden- 
Tetani von Serie | und 4, die die gréBten Unterschiede aufweisen, sind 
auf Abb. 13a und b in gleichem MaBstab wiedergegeben. Man sieht 
aus den Abbildungen, daB sowohl die Anspannungsphase wie auch der 
Anstieg wahrend der Dauer der Kontraktion und schlieBlich der Riick- 
stand bei der isotonischen Kontraktion sehr viel kleiner sind. Dabei 
bleibt aber der Kurvenverlauf im Prinzip derselbe. Allerdings ist der 
Unterschied meist nicht so groB wie in dem wiedergegebenen Versuch ; 
hier war die isometrische Volumenkontraktion ungew6hnlich groB, die 
isotonische ungewohnlich klein. 


Tabelle III. 


Versuch Protokoll 35. Muskelgewicht 1.252. Muskellange 41 mm. 





0,2-Sekunden-Tetanus 1-Sekunden-Tetanus 2 Sekunden-Tetanus 


max. max. max 


Serie ses aaa Spannung Vol.-Aus- Spannung Vol.-Aus- Spannung Vol.-Aus- 
schlag schlag schlag 
g mm g mm g mm 
1 isometrisch 1250 41 1500 53 1509 D7 
2 ‘ 1259 33 1500 44 1500 4s 
halb 
entspannt 500 10 550 16 550 24 
4 isotonisch = 2 — 3,0 -- 3.5 
5 isometrisch 1200 24 1250 31 1150 32.5 


Unter Registrierung der Verkiirzung wurden isotonische und 
auxotonische Tetani aufgenommen und mit dem isometrischen Tetanus 
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verglichen. Von den Aufnahmen sind als Beispiel in Abb. l4a und b 
zwei Tetani mit auxotonischer Kontraktion unter verschiedener Be- 
lastung am gleichen Muskel wiedergegeben und eine gréBere Zahl 
von Messungen in der Tabelle [V zusammengestellt. Aus diesen Versuchen 
ergibt sich: Die Volumenschwankung ist am gr6Bten beim isometrischen 
Tetanus, bei auxotonischer Kontraktion wachst sie mit steigender 
Belastung. Dabei besteht kein wesentlicher Unterschied, ob der Muskel 
sich unter starker Anfangsspannung kontrahiert, wobei die Feder den 
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Abb. 14 b. 


Volumenkontraktion bei auxotonischem Tetanus. 


Versuche entsprechen Tabelle IV, Nr.4 (42d und e). Im oberen Bild, Abb. 14a, betrug die 

Belastung 25 g, Verkiirzung 7.5mm. Volumenkontraktion 6mm; Abb.14 b 260g Belastung mit 

Unterstiitzung, Verkiirzung 3.8 mm, Volumenkontraktion 19,5 mm. Enge Kapillare.  Ge- 
schwindigkeit 12,6 mm pro Sekunde, 


Muskel schon in der Ruhe dehnt, oder ob der Muskel Unterstiitzungs- 
kontraktionen ausfiihrt, wie es in Versuch 42e der Fall ist, der in Abb. 14b 
wiedergegeben ist. In diesem Fall war z. B., wie man aus der Tabelle 
sieht, die Verkiirzung nur annahernd halb so groB als bei Vorbelastung, 
trotzdem war die Volumenkontraktion nahezu dieselbe, so dah sie 
stiirker von der Spannung als von der Verkiirzung abhangt.  Dabei 
ging die Verkiirzung innerhalb der ersten Sekunde voriibergehend 
wieder zuriick, und jedenfalls nahm auch die Spannungsentwicklung 


ab. Man sieht ein entsprechendes Absinken der Volumenkontraktion 
im selben Augenblick. 
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Tabelle IV. 
Maximaler Volumenausschlag bei isometrischer und iso- 
tonischer baw. auxotonischer Kontraktion unter wachsender 
Belastung. (20°.) 





Maximale Volumen- 


kontraktion 
Proto- | Muskel- | Muskel- | Tetanus-| mor tene|_ Be- _| uskel as 
Nr. koll gewicht lange dauer Spannung lastung* kiirzung sar contacher 
Hebel Hebel 
Nr. g mm Sek. g g mm mm mim 
1 39a 1.1 33 0,2 1800 10 
b 02 45 93 3 
¢ 2 2000 23,5 
d 2 45 10 6.5 
2 dla 1,02 36 0.2 45 6 1.5 
b 0,2 500 1,2 5.5 
« 1 45 63 2,0 
d l 500 1,2 7.9 
3 45a 0,90 33 0,2 1700 y 
b 0,2 260 7 bw 
e 1.0 1700 15 
a 1,0 260 7 9 
4 424 0,93 36,5 0,2 25 3 
b 0.2 260 6 
e 0.2 QHD ** S 
d 2 25 6 
e 2 260 19.5 
f 2 260 ** 13 





* Die Belastung ist stets fiir die Stelle des Muskelansatzes berechnet. Der Federzug 
selbst, der mit doppeltem Hebelarm angreift, ist jeweils nur halb so grof). 
** Mit Vorspannung. 


Hl. Passive Dehnung und Entspannung, 

Da der groBe Unterschied zwischen isometrischer und isotonischer 
Volumenschwankung daran denken lieB, daB die bloBe Dehnung des 
Muskels einen Effekt haben kénnte, wurden mit dem in der vorigen 
Arbeit abgebildeten Auslésungshebel (Abb. 4) in der Ruhe und bei der 
Tatigkeit Dehnungen oder Entspannungen des Muskels vorgenommen. 
Um den Erfolg einer Dehnung in der Ruhe zu registrieren, wird der 
Muskel mit geringer Anfangsspannung eingehangt und ein Gegenzug 
mit einer starken Feder ausgeiibt. der im Moment einsetzt, wo durch 
SchlieBung des Elektromagnetenkreises der Stift herausgezogen und 
damit die Feder freigegeben wird. Um die Entspannung zu registrieren, 
wird der Muskel gedehnt eingehangt, dann durch den Magneten frei- 
gegeben, wobei nach der Auslésung eine ganz schwache Feder zum 
Gegenzug verwandt wird. 


Bei Versuchen im = ruhenden unermiideten Muskel traten bei 
Dehnung und Entspannung nur geringe Volumeneffekte auf und zwar 
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im Sinne der Dilatation bei der Dehnung, der Volumenkontraktion 
bei der Entspannung, also umgekehrt wie bei der aktiven Tatigkeit 
des Muskels. Das Verhalten in der Ruhe entspricht danach demjenigen 
des Kautschuks. Bei Dehnungen mit 600 g pro Gramm Muskel wurden 
in beiden Richtungen quantitativ wechselnde Effekte von 2 bis 8S mm 
oder absolut 5. 10-8 bis 2. 1075 cem Volumenschwankung pro Gramm 
Muskel gemessen. 

Bemerkenswerterweise ist das Resultat umgekehrt, wenn eine 
Dehnung wahrend des Riickstandes einer Volumenkontraktion im 
AnschluB an den isometrischen Tetanus vorgenommen wird. In diesem 
Fall waichst der Riickstand durch die Dehnung erheblich an. So wurde 
unmittelbar nach der Erschlaffung bei einem 2-Sekunden-Tetanus 
eines 115g schweren Muskels mit 1200g Spannungsentwicklung 
eine Dehnung von 300 g im AnschluB an die Erschlaffung vorgenommen 
(vgl. Abb. 15). Der Kapillarausschlag, der im Tetanus 25mm betragen 











Abb. 15 
Muskeldehnung mittels der Auslisevorrichtung (Abb. 4 in voriger Arbeit). Nach der Erschlaffung 
bei av geschieht die Auslosung, wo jedoch zuniichst wihrend der Magnetisierung der Spar 
nungshebel und die Basislinie des Meniskus etwas verschoben sind. Erst bei Fa, Abschalten 
des Magneten, ist die Spannung voll wirksam und wird in Kontrollversuchen die Basislinie 
wieder erreicht. Einzelheiten s. Text. Die Unterbrechungen auf der Spannungskurve stellen 
1-Sekunden-Marken dar, die durch eine in den Lichtweg geschaltete Jacquetubr erzeugt werder 
Muskelgewicht 1,15 g. 15°, 2-Sekunden-Tetanus mit 1300 ¢ Spannungsentwicklung. Passive 
Dehnung mit 300 g. 


hatte und im Moment der Erschlaffung bis auf 4mm abgefallen war. 
stieg durch Dehnung wieder auf 19 mm, also absolut um 4.3. L0-° cem. 
Auch war der Riickstand von vornherein héher, wenn der Muskel mit 
300 ¢ Anfangsspannung sich kontrahierte als ohne Anfangsspannung. 
Wurde eine gleiche Dehnung erst 3 Sekunden nach der Erschlaffung 
vorgenommen, so stieg der Riickstand auch jetzt noch an, aber weniger. 
Die Dehnung des Muskels hat also in der Periode des Riickstandes 
einen dahnlichen EinfluB wie die aktive Spannungsentwicklung wiahrend 
der Kontraktion. 


Schwieriger gestaltet sich die Durchfiihrung der Ausl6sung innerhalb 
der Kontraktion. Wenn der Muskel auf der Hohe eines Tetanus eine 
Zusatzdehnung erfahren sollte, muBte eine sehr starke Feder benutzt 
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und diese so gespannt werden, dab sie sich 
noch unter dem Gegenzug des Muskels, der 
1 bis 2kg betrug, um eine gewisse Strecke 
verkiirzen konnte. Dann wird der Muskel 
auf der Héhe des Tetanus verlangert. Nach 
der Erschlaffung bleibt jetzt die zusatzliche 
Dehnung des Muskels zum groBen Teil be- 
stehen. Da der erschlaffte Muskel dehn- 
barer ist, verlangert er sich allerdings mehr 
als im Tetanus, wodurch die Spannung ab- 
nimmt. Indes ist diese immer noch so 
groB, daB sie den Muskel beim Fortbestehen 
funktionell stark schadigt, so daB am selben 
Muskel der Versuch kaum wiederholt werden 
konnte. 

Bei dem in Frage kommenden Zug der 
Feder von 1,5 bis 2.5kg ist es nicht ganz 
ausgeschlossen, daB~ durch die ruckweise 
Auslésung eine Nullpunktsverschiebung des 
Meniskus eintreten konnte, die dann nach 
der Erschlaffung fortbestand.  Ofters kam 
es bei zusatzlicher Dehnung zu einer Zu- 
nahme der Volumenkontraktion, wobei aber 
meist das Nullniveau sich erhéhte. Auch 
erfolgte in mehreren Fallen bei dieser Deh- 
nung noch eine zusatzliche aktive Spannungs- 
entwicklung, was daran erkennbar war, dal} 
die Spannung starker stieg, als durch den 
zusatzlichen Federzug allein erklarbar war. 
Jedenfalls ergibt sich in einer Reihe von 
Versuchen, die wir als die normaleren  be- 
trachten mdédchten, daB bei nicht  iiber- 
maBiger Dehnung und Entdehnung im Ver- 
lauf des Tetanus keine wesentliche Volumen- 
schwankung eintritt, wenn der Muskel von 
vornherein seine maximale — isometrische 


Spannung entwickelt hat und nach der 
Auslésung beibehalt. Ein Versuch dieser 
Art ist auf Abb. 16 abgebildet. Die aktive 
Spannung im Tetanus betrug hier 850g 
und stieg mit zusatzlicher Dehnung durch 
die Feder auf im ganzen 1200 g. Diese 
Zusatzdehnung hatte keinen Effekt auf 
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die Volumenkurve. Die leichten Zacken im Moment der Auslésung 
und nachher sind auf die Schwingungen des beweglichen Hebelsystems 
zuriickzufiihren. Dasselbe gilt auch fiir die Versuche mit Entdehnung 
wahrend der Kontraktion, falls die Spannungsentwicklung nicht stark 
dabei sinkt. In einem derartigen Falle betrug die Spannungsentwick- 
lung unter 500g Vorspannung 1150 g und sank im Tetanus bei Auf- 
hebung dieser Vorspannung auf 900g. Die Volumenkurve stieg von 
diesem Moment flacher an, aber ohne Diskontinuitat. Das Abflachen 
des Volumenanstiegs zeigt sich extrem in solchem Fall, wo der Muskel 
bei zusatzlicher Dehnung von der Befestigung abreiBt: dann geht die 
Volumenkurve des isometrischen Tetanus sofort in die des isotonischen 
liber. 
IV. Abnorme Kontraktionsbedingungen. 
1. Anderung von osmotischem Druck und Te mperatur. 

Wenn ein Zusammenhang zwischen der GréBe der Volumen- 
schwankung und dem Binnendruck des Muskelwassers bestehen sollte, 
kénnte sie méglicherweise durch Erhéhung oder Herabsetzung des 
osmotischen Druckes oder starke Temperaturanderungen  beeinfluBt 
werden. Eine Salzlésung verhalt sich nach Tammann! wie Wasser 
unter einem héheren Druck; jedoch war der Verlauf der Volumenkurve 
in hypertonischer Ringerlésung (2fach konzentriert) und hypotonischer 
(0.5fach konzentriert) unveraindert, abgesehen davon, daB die Ab- 
weichung von der Isotonie die Kontraktilitat herabsetzte. Dasselbe gilt 
von der Volumenkontraktion bei 0,3°, wobei ebenfalls die Kontraktilitat 
verringert, daher die Volumenkurve relativ klein war. 


2. Jodessigsduremuskeln, 


Nachdem der iiberwiegend chemische Ursprung der Volumenschwankung 
erkannt war, war es von Interesse, das Verhalten der jodessigsiurevergifteten 
Muskeln kennenzulernen. In diesem Falle ergaben sich jedoch verschiedene 
Komplikationen. Es kommt nur direkte Reizung in Betracht, weil wegen 
der beschrankten Arbeitsfahigkeit alle mit der Montierung des Muskels 
verbundenen Reizungen vermieden werden miissen und weil ferner die 
indirekte Erregbarkeit rasch nachlaBt. Obgleich in normalen Versuchen 
direkte und indirekte Reizung keinen Unterschied zeigen. so fiihrte doch 
6fters direkte Reizung zu gewissen Unregelmabigkeiten, insbesondere zu 
Vorschlagen der Volumenkurve, meist im Sinne der Dilatation, die un- 
mittelbar im Moment der einsetzenden Spannung auftreten und dann 
haufig bei der Erschlaffung in umgekehrter Richtung verlaufen. Waren 
derartige Vorschlage vorhanden, so blieben sie bei demselben Muskel in 
aufeinanderfolgenden Kontrakticnen erhalten, nahmen aber an Grobe ab. 
Es gelang bisher nicht, auszumachen, wieweit diese Vorschliage rein physiologi 
schen Ursprung haben, wieweit sie durch die mechanischen Bedingungen 


' Uber die Beziehungen zwischen den inneren Kraften und Eigen- 
schaften der Lésungen. Voss, 1907. 
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und etwa ungleichmabige Beanspruchung des Muskelhalters hervorgerufen 
sein kénnen. Gelegentlich wurde beobachtet, da derartige Vorschlage 
auftraten, wenn bei einem sich zundachst normal kontrahierenden Muskel 
die Sehne auf einer Seite einriB, so daB sich nun ein Teil des Muskels 
stirker verkiirzte als der andere, wobei der Muskel sich leicht torquierte. 
Ahnliches wurde haufig bei den Tetani jodessigsaiurevergifteter Muskeln 
(natiirlich ohne Einrifs der Sehne) beobachtet. Es ist daher traglich, ob diese 
UnregelmaBigkeiten direkt auf die Vergiftung durch Jodessigséiure bezogen 
werden kénnen. Wiirde der geanderte Chemismus verantwortlich sein, so 
sollte bei kompletter Vergiftung die Anderung der Volumenkurve in allen 
Fallen auftreten. Da dies nicht der Fall ist, miissen wir vorliufig von einer 
Diskussion dieser unregelmaBigen Kurven absehen; sie sollen spater genauer 
untersucht werden. Dagegen wird in der folgenden Mitteilung der Verlaut 
der Volumenkurve am ruhenden vergifteten Muskel bis zum Eintritt der 
Starre wiedergegeben und mit dem chemischen Umsatz verglichen. 


Schlub. 


Von den weit tiber 1000 photographischen Aufnahmen der Volumen- 
schwankung unter wechselnden Versuchsbedingungen haben wir in 
der vorliegenden Arbeit nur eine kleine Anzahl charakteristischer 
Kurven mitgeteilt und auch in den Tabellen nur einen Teil unserer 
Kurven verwertet. Wir wollten uns auf die normalen Kurven_ be- 
schranken und es zukiinftiger Arbeit vorbehalten, ob die gelegentlich 
beobachteten Abweichungen von diesem Verlauf irgend einen speziellen 
physiologischen Sinn haben oder nicht. Dasselbe gilt fiir das Verhalten 
der vergifteten Muskeln. 


In eine Diskussion tiber die Ursachen der Volumenkontraktion 
soll erst in der folgenden Arbeit eingetreten werden, in Zusammenhang 
mit dilatometrischen Messungen. Nur ein Punkt sei bereits hier er- 
értert, naimlich die Frage, ob die beobachtete Volumenkontraktion 
ganz oder zum Teil auf Kompression des im Muskel eingeschlossenen 
Wassers zuriickgefiihrt werden kann. Dies mu verneint werden. 
Zunichst beweist das der nach der Erschlaffung bestehenbleibende 
Riickstand, der meistens den gr6Bten Teil der tberhaupt eingetretenen 
Volumenverringerung ausmacht. Da der Riickstand beim isometrischen 
Tetanus viel gr6Ber ist als beim isotonischen, kann auch der Unterschied 
von isometrischer und isotonischer Volumenschwankung nicht auf 
Wasserkompression beruhen. Ferner miiBte die Kompression wahrend 
der Dauer des Tetanus konstant bleiben; die Volumenkontraktion 
schreitet jedoch dabei stetig fort. 


Man kénnte zunachst daran denken, daB vielleicht die besonders 
groBe Volumenschwankung, die in einzelnen Fallen im Moment der 
Spannungszunahme erfolgt und zum gréBten Teil bei der Erschlaffung 
verschwindet, auf Grund eines besonderen Baues der betreffenden 
Muskeln durch Wasserkompression verursacht ware. Tatsichlich bleibt 
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ja ein derartig groBer Volumenausschlag, wo er beobachtet wird, in den 
aufeinanderfolgenden Tetani ein und desselben Muskels bis zur Er 
miidung bestehen. Aber auch hier ist die Deutung dieser zusitzlichen 
Volumenkontraktion als Folge der Wasserkompression sehr unwahr- 
scheinlich. In Versuch 2, Tabelle I sind z. B. 1,5 kg Spannung entwickelt 
bei einer Volumenkontraktion von 1,1.10°4cem in 1.25¢ Muskel 
substanz, die bei 80°, Wassergehalt genau 1,0 ccm Wasser enthilt 
Dies entsprache, als Kompression gedeutet, 2 Atmospharen bzw. bei 
dem mittleren Muskelquerschnitt von 0,3 qem etwa 600g. Bei der 
isometrischen Kontraktion andert sich nun gar nicht die Lange und 
Form der ganzen Muskelfaser, sondern héchstens kénnten sich gewisse 
Abschnitte auf Kosten anderer verkiirzen. Diese Verkiirzung kénnte 
aber nur einen Teil des Muskels betreffen, der dann eine entsprechend 
groBere Kompression erfahren miBte, wenn man die gemessene Volumen- 
kontraktion darauf beziehen wollte. Ein solecher Druck von mehreren 
Atmosphiaren kiime aber nur dann zur Ausbildung, wenn die seitlichen 
Wande der betreffenden Abschnitte unnachgiebig waren und das Wasser 
nicht ausweichen kénnte. Der in Frage kommende Druck ist nun von 
derselben GréBenordnung wie die auBere Spannungsentwicklung und 
miuBte dann zu dieser noch hinzu gezaihlt werden, um die gesamte 
Spannung, die der Muskel erzeugt, zu erhalten. Denn der nach auBen 
wirksame Anteil der Spannung kann iiberhaupt keine innere Kom- 
pression veranlassen. Man kann es aber als nahezu ausgeschlossen 
ansehen, dafS etwa die Halfte der Spannung auf solche Weise verloren 
gehen sollte. Daraus folgt, da& die Wasserkompression auch fiir den bei 
der Erschlaffung verschwindenden Anteil der Volumenkontraktion 
nicht entscheidend sein kann. 


Zusammenfassung. 

An der Hand einer gréBeren Zahl von Kurven wird die Volumen- 
kontraktion bei Einzelzuckungen und Tetanus bei isometrischer, iso- 
tonischer und auxotonischer Kontraktion sowie passiver Dehnung des 
Muskels untersucht. 
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Uber ein fettdehydrierendes Ferment. 


Von 


N. Berend. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Pazmany-Universitaét Budapest.) 
(Eingegangen am 4. Marz 1933.) 
Mit | Abbildung im Text. 


In vorhergehenden, mit Tang! ausgefiihrten Arbeiten wurde 
berichtet, daB ein Gemisch von Galle und Pankreas zugesetztes Stearin 
zu dehydrieren vermag. Der dehydrierende Faktor ist hauptsichlich 
im Pankreas enthalten, muB aber durch Galle aktiviert werden. Die 
Gallenwirkung besteht aber nicht — wenigstens allein — in der Lésung 
der Fette, da ganz kleine Gallenmengen fast gleich groBe Wirkung, 
wie gréBere aufweisen. Das dehydrierende Agens war thermolabil, 
woraus auf seinen fermentativen Charakter geschlossen wurde. Als 
Endprodukt der Dehydrierung wurde — nach ihren Léslichkeitsverhalt- 
nissen eine vierfach ungesattigte Saiure (wahrscheinlich Arachidon- 
sdure) isoliert. Erschwert wurden diese Versuche durch die vielen 
Beimengungen, die in einem komplexen biologischen Material unvermeid. 
bar sind. Ich entschloB mich deshalb, das desaturierende Agens méglichst 
rein darzustellen. Da der Fettabbau im Organismus nach Ansicht 
vieler Autoren (Leathes 1909, Wieland 1922 usw.) iiber ungesittigte 
Sauren fiihrt, konnte ich hoffen, auf diese Weise auch tiber den Fett- 
abbau einige Angaben zu erlangen. 

Als erste Aufgabe muBte ich, da die Fermente nur durch ihre Wir- 
kung charakterisiert sind, die Dehydrierung quantitativ verfolgen. 
Hier standen mir zwei Wege zur Verfiigung, namlich die Bestimmung 
der Jodzahlverinderung und der Nachweis von neuen, vorher im Ge- 
misch nicht, oder nur in kleineren Mengen anwesenden ungesittigten 
Verbindungen. In unseren friiher erwahnten Arbeiten wurden beide 
Wege eingeschlagen; nun blieb ich aber allein bei der Bestimmung 
des Jodbindungsvermégens, das empfindlicher, schneller und mit 
weniger Miihe ausfiihrbar ist als die Arachidonsiurebestimmung. 

Die Jodzahlbestimmung wird meistens bromometrisch ausgeftihrt. 
Die am meisten verwendeten Methoden sind die von Winkler (1916) und die 
von Rosenmund (1923). Ich gebrauchte zum Teil die Methode von Winkler, 
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zum gréBeren Teil aber das neuere Verfahren von Kaufmann (1926). Die 
Untersuchung muB aber in kleineren Substratmengen als gewOhnlich aus- 
gefiihrt werden. Ich verwendete bei den meisten Bestimmungen nur | bis 
2cem n/10 Bromlésung zur Sattigung der in Chloroform gelésten Fett- 
kérper und titrierte aus einer Mikrobiirette. Wenn noch kleinere Mengen 
untersucht wurden, fand ich es zweckmabiger, die Fette nicht in Chloroform, 
sondern in Eisessig zu lésen, da dadurch die unscharfe Titration in zwei 
Schichten vermieden wird. Kleinere Fettmengen lésen sich gut in Eis- 
essig, vor der Titration wird dann mit Wasser verdiinnt. Dioxan, ein aus- 
gezeichnetes und mit Wasser in jedem Verhaltnis mischbares Fettlésungs- 
mittel kann nicht verwendet werden, da es aus Jodiden Jod frei macht. 
Die von Kaufmann (1926) vorgeschlagene rhodanometrische Jodzahl 
wurde auch mehrmals bestimmt. Dieser wiirde, wegen ihrer Einfachheit, 
bei biologischen Fettanalysen eine groBe Rolle gebiihren, da aus der Differenz 
der bromo- und rhodanometrischen Jodzahl die Menge der stark un- 
gesattigten Saéuren berechnet werden kann. Bei Blut- und Organunter- 
suchungen wurde, meines Wissens, die Rhodanzahlbestimmung  bisher 
nicht verwendet. darum méchte ich bemerken. daB sie gut anwendbar ist, 
aber nur in cholesterinfreien Lésungen. Ranzige Fette haben auch eine bis 
30% verminderte Rhodanzahl. Statt des von Kaufmann vorgeschlagenen 
reinen Ejisessigs gebrauchte ich zur Lésung des Rhodans (und der Fette) 
entweder reines Essigsiureanhydrid, oder ein Gemisch von Essigsiure- 
anhydrid und Eisessig. Dadurch konnte namlich die gr6éBte Schwierigkeit 
dieses Verfahrens, der Zerfall des Rhodans bei Wasserspuren, vermieden 
werden. 

Es wurde vorerst angenommen, daB zwei Praparate, die in der 
gleichen Zeit bei den gleichen Versuchsbedingungen das gleiche De- 
saturationsvermégen besitzen, die gleiche Fermentmenge enthalten. 
Dem ist aber nicht so, da es sich erwies, daB die Beimengungen die 
Desaturation stéren. Als Einheit nahm ich die Lésung, die wahrend 
12 Stunden auf 50 mg Tristearin wirkend das Jodbindungsvermégen 
um | mg Jod erhéht. Das entspricht der Abspaltung von 8,9 y Wasser- 
stoff. Zur Konservierung wurde in allen Fallen 0,1] cem Chloroform 
verwendet. 

Reinigung des Ferments. 


In den vorhergehenden Arbeiten wurde PreBsaft von Rinder- 
pankreas verwendet. Das Pankreas wurde zerkleinert, dann in Na HCO,- 
Lésung suspendiert und ausgepreBt. Da aber wisserige Ferment- 
lésungen nur wenig stabil sind, gebrauchte ich zur Extraktion Glycerin. 
Vor der Extraktion wurde das Pankreas von dem anhaftenden Binde- 
und Fettgewebe méglichst befreit, dann gewogen und in der Hack- 
maschine zerkleinert. In einem Fall wurde Schweine-, in allen anderen 
Rinderpankreas verwendet, da zwischen den beiden kein Unterschied 
und mir Rinderpankreas leichter zuginglich war. Ein Pankreas hatte 
das Gewicht von 230 bis 250g. Insgesamt wurden 3500 g verwendet. 


Zur Entwisserung gebrauchte ich zuerst einen elektrischen Féhn- 
apparat, spater Aceton-Ather [nach Wollstdtters (1923) Angaben fiir Dar- 
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stellung der Lipase |. Es wurde auch probiert, ohne Entwiisserung mit abs. 
Glycerin zu extrahieren, dies gelingt zwar manchmal, aber nicht in allen 
Fallen. Nachher wurde in der zweifachen Menge Glycerin suspendiert 
und 2 Stunden im Eisschrank stehengelassen, dann tiber ein Tuch filtriert, 
und abermals mit der vorherigen Glycerinmenge extrahiert. Die beiden 
Glycerinextrakte wurden vereinigt und zur weiteren Reinigung als Stamun- 
substanz | verwahrt. Wenn das Pankreas gut entwiissert wurde, konnte 
der Glycerinextrakt, nach Verdiinnen mit dem fiinffachen Volumen Wasser, 
in zwei Fraktionen zentrifugiert werden, wobei die wirksame Substanz 
gelost blieb. Dies gelang aber nicht immer, denn es kam vor, dai der 
Niederschlag nicht unbetrachtliche Fermentmengen adsorbierte. 


Die Unzulanglichkeit der Wasserfallung konnte nicht (wie bei der 
Lipase) auf schlechte Trocknung zuriickgefiihrt werden, da es vorkam, 
dab der erste Glycerinextrakt eines mit dem Féhnapparat getrockneten 
Pankreas mit Wasser gut fraktionierbar war, bis aus dem zweiten Extrakt 
die Fraktionierung erfolglos blieb. 


Da der Glycerinextrakt stérende Fett- und Lipoidbeimengungen ent- 
hielt, wusch ich ihn mit reinem Ather aus. Ich versuchte aus dem Glycerin- 
extrakt Ferment und Eiweif mit Alkohol zu fallen. Das fand ich ausfiihrbar, 
aber nur dann, wenn sehr rasch gearbeitet wurde. Es wurde mit fiinffachem 
Volumen abs. Alkohol gefallt und 1 Minute bei 4000 Touren zentrifugiert, 
dann der Alkoho] sofort abgegossen. Der Niederschlag konnte nochmals 
mit Ather gereinigt werden, doch erwies sich das als iiberfliissig. Der Nieder- 
schlag wurde als Stammsubstanz [1 bei der weiteren Reinigung verwendet. 
Aus Stammsubstanz Il konnte das wirksame Agens mit NaHCO, oder 
2 °oiger Essigsaure extrahiert werden. 1!/, %Gige Essigsaiure léste das Ferment 
nicht, es konnte aus einer mit '/, %iger Essigsiure vorbehandelten Lésung 
mit NaHCO, quantitativ gelést werden. Auf diese Weise konnte durch 
Vorbehandlung des Niederschlags mit 14/,%iger Essigsiure viel Eiweil 
entfernt werden. Aus diesen Léslichkeitsverhaltnissen schloB ich auf den 
amphoteren Charakter des Ferments und erwartete, daB ich es aus alkalischer 
Lésung durch Neutralisation oder geringe Ansauerung ausfillen kénnte. 
Dies war aber nicht der Fall, denn ich konnte zwar auf diese Weise weitere 
stérende EiweiBmengen entfernen, das Ferment blieb aber in der nun 
eiwejBarmen Lésung zuriick. Aus dieser Lésung konnte es nun an Kaolin 
adsorbiert und dann mit verdiinntem NH, eluiert werden. Diese Elution 
(Substanz I11) wurde bei den weiteren Untersuchungen verwendet. Weitere 
Angaben sind in den mitgeteilten Versuchsergebnissen zu suchen. 


Versuchsprotokolle. 


Versuch 1. 190g Ochsenpankreas wurden zerhackt und mit dem Féhn- 
apparat 6 Stunden lang getrocknet. Gewicht nachher 160g. Die Substanz 
wurde mit der gleichen Glycerinmenge verrieben, 12 Stunden im Eisschrank 
stehengelassen, danach durch ein Tuch filtriert. Der gewonnene Glycerin- 
extrakt wurde 1: 5 mit Wasser verdiinnt, wobei ein Niederschlag entstand. 
der abzentrifugiert wurde. Aus der Lésung wurde zu jeder Bestimmung | eem 
verwendet (entspricht 0,20 g frischem Pankreas). Der Niederschlag wurde 
in Wasser suspendiert. Ochsenblasengalle wurde 25fach verdiinnt und 
1 ecem entsprechend 40 mg unverdiinnter Galle verwendet. Jedes Gemisch 
kam in ein GlasgefaB von 100 cem Inhalt, das mit einem eingeschliffenen 
Glasstépsel gut verschlieBbar war. Als Substrat wurden 50 mg Tristearin 
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der Firma Schuchardt gebraucht. Gesamtmenge der Fliissigkeit in jedem 
Reagensglas 10 cem. Zur Konservierung wurde 0,1 cem Chloroform, zur 
Aktivierung CaCl, NagHPO, und NaHCO, verwendet. Versuchsdauet 
12 Stunden. Die GefaBe wurden in dieser Zeit zum Teil im Thermostaten 
bei 37°, zum anderen Teil im Eisschrank aufbewahrt. Nachher wurden 
sie abgektihit, mit lcem konz. Essigsdéure versetzt, die Fette in 1 cem 
Chloroform gelést und das Jodbindungsvermégen bestimmt. 


ae 
Tabelle Tf. 





Prot.- a ee Ferment Galle 4 E Jodbindung ana 
Zahl 
1 cem eem anfangs nach 12Std ng 
l I _ T - 10.03 22.45 12.58 
2 I hk 10,03 13,12 3,09 
3 0,05¢ Tristearin | l T 11,30 22.07 10,77 
4 Leem (CaCl; I 1 — h 11,30 15.67 4,37 
5 NaHCO, + KH, PO,) II l T -- 9,82 3.30 — 6,52 
6 0.1 eem Chloroform II 1 hk 9,82 4,19 5,70 
7 Il T - 5,62 2.41 6,21 
S Il —_ — 1) 5,62 6,22 2.40 


Die deutliche desaturierende Wirkung der wasserigen Lésung ist 
ersichtlich, der Niederschlag hat einen hemmenden EinfluB. Die sichtbare 
Jodzahlverminderung der inaktiven Praiparate beruht vielleicht auf Eiweib- 
zerfall. In der Kalte geht der Vorgang nicht vor sich. In diesem Versuch 
zeigte sich, das frisches Rinderpankreas pro Gramm 63 Desaturaseeinheiten 
enthalt, die Lésung in 100 c¢em 1258. 

Versuch 2. In diesem wurde von dem vorher erwihnten Glycerin- 
extrakt der Riickstand genommen und abermals mit der gleichen Menge 
Glycerin aufgenommen und in der erwahnten Weise behandelt. Die Frak- 
tionierung mit Wasser miBlang. 

Versuch 3. Ochsenpankreas, 285 g, getrocknet 125g. Zeigt dasselbe, 
aber auch die hemmende Wirkung des Kochens. Das hier verwendete 
Pankreas enthalt pro Gramm 53 Einheiten, die schlecht  fraktionierte 
Lésung in 100 ccm nur 308. Ergebnis in Tabelle II. 

Abkiirzungen in der Tabelle: T = Thermostat, E Fisschrank, 
G = gekocht, A erster Extrakt, B zweiter Extrakt. I Losung, 
I] Niederschlag. 

Tabelle Il. 





Prot.- ‘oa Jodbindung in mg Unterschied 
Zahl oo 2 . 
5 ecem vor dem Versuch nach dem Versuch mg 

17 A IT 29,8 42.5 12,50 
18 ; ae oe 29.8 33,3 3.50 
19 A ILE 29.8 33,3 3.50 
11 Bit 17,48 36,41 18,91 
12 Bey 17,48 38,72 21,24 
13 A II T 36,16 64,06 27.90 
14 BIT 3.88 12.33 8.51 
9 A IT 38,32 56.25 15.93 
10 Ait 38,32 56,25 15,93 
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Versuche 4, 5,6. Ochsenpankreas 285g. Extraktion wie bisher. Versuch, 
an Ca,(PQO,), adsorbieren zu lassen miBblang, wirksame Substanz kann in 
NaHCO, gelést werden. Alkohol inaktiviert nicht. 


Tabelle III. 





Prot.- Sabstrat Jodbindung in mg Unterschied 
—_ vor dem Versuch | nach dem Versuch mg 
20 = Cag(PO,)o adsorb. : 22,8 38,1 15,4 
21 Tierkohle adsorb. . . . 22,8 33,3 10,4 
22 = Cag (P04), adsorb. II. 1,27 11,8 10,5 
23 = Cag(POg)o adsorb. I. . 5,08 15,2 10,1 
24 =Glycerin mit Alkohol 

gefallt NaHCO, L. . 2,05 10,13 8,07 
25 = Glycerin mit Alkohol 

gefallt Mssigsaure L. 2,02 4,01 1,99 


Versuch 7. Operativ gewonnener Pankreasfistelsaft (Hund) enthalt 
pro 100cem 1500 Desaturaseeinheiten. Das entspricht der Bildung von 
1700 mg Olséiure. Da die Tagesmenge des Pankreassaftes etwa 1000 cem 
ist. konnen dadurch taglich 17 g Stearinsiure zu Olséiure oxydiert werden. 
Hier wurde aber angenommen, da bei dem Menschen gleiche Verhaltnisse 
herrschen, wovon ich mich bisher nicht tiberzeugen konnte. 


Versuch 8. Das wirksame Agens wurde durch 96 °9ig. Alkohol gefallt. 
Es wurde dadurch nicht inaktiviert. Es ist léslich in NaHCO, unléslich 
in '/,% Essigsiure. Der Alkoholniederschlag kann mit '/, °giger Essigsiiure 
vorbehandelt werden. 


Abkiirzungen in der Tabelle: A NaHCO,-Lésung der Alkohol- 
fallung, B '/,% ig. Essigsiurelésung derselben, C = A mit Essigsiéure 
gefallt, D = B mit NaHCO, gefallt. 


Tabelle IV. 





Prot -Zahl Substrat a Jodbindung inmg = =~—_||_—Unterschied 

vor dem Versuch nach dem Versuch mg 
28 A 2,38 10,17 7,79 
29 A 2,38 10,17 7,79 
30 B 1,52 2,10 0,58 
31 B 1,52 2,10 0,58 
32 C 2,00 10,89 8,80 
33 Cc 2,00 10,80 8,80 
34 D 1,78 1,99 0,12 
35 D 1,78 1,90 0,12 


1g Pankreas enthielt 44, 100cem Lésung 880 Desaturaseeinheiten. 


Versuch 9. Schweinepankreas 120g. Enthalt pro Gramm _ 18,3, in 
100cem Lésung 183 Einheiten. 
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Tabelle V. 








Frot.- Untersuchte Substanz T E 0,1 n Hag 820, von Unterechied 
Zahl cem my %o 
2 |e | Fle -_ 4,57 72.0 
41 N. in NaHCO, gelést — EK 1,03 
42 Res. T — 1,37 
0.38 s 

43 ; —{® 1,34 _ 
44 angesauert N. T 1.14 i 

ha 2 ‘ ; 74 6 
45 i N. — | 1.18 0,7 ae 
46 is L. T 1,06 e 

= : 2.79 34,3 
47 ‘ L. K 1.18 : 


Versuch 10. Durch Methylenblau wird die Wirkung nicht aktiviert. 
Aus NaHCO,-haltiger Lésung kann das Ferment mit Essigséure nicht 
gefallt werden. 


Versuche I] und 12. Unwesentlich. 


Versuch 13. Alkoholniederschlag des Glycerinextraktes mit NaH CO,- 
Lésung zentrifugiert, die gewonnene Lésung mit Essigsaéure angesiuert, 
nochmals zentrifugiert und die Lésung vom Niederschlag abgegossen und 
mit Kaolin versetzt. Der Kaolin abermals abzentrifugiert, dann mit |), °,iger 
NH.,-Lésung behandelt. Das Eluat enthielt das wirksame Agens in méglichst 
konzentrierter Lésung. 


Tabelle VI. 





Unterschied in 


Dani Untersuchte Substanz T E 0,1 n NazS, 03 der Jodbindung 
ecm mg 
56 Na HC O,-Losang T 0,93 8 93 
57 dasselbe - k 1,23 is 
58 Mit Essigsaure ang. L. T 1,01 »79 
59 dasselbe — EK 1.23 ai 
69 N. mit H,O emulgiert Zz 1,42 a0 
61 dasselbe - KE 1,31 ‘ 
62 Losung mit Kaolin 
: zentrifugiert I m8 0,91 4.69 
63 dasselbe k 1,28 
64 Kaolin mit NHg eluiert T - 0,44 (2 Br.) 97 
65 dasselbe - ik 1,46 (1 Br.) 7s 


1 g Pankreas enthielt diesmal 34.6 Einheiten, die L6sung aber in LOO com 
2765 Desaturaseeinheiten. 


Versuche 14, 15, 16, 17, 18. Wiederholung vorigen Versuchs. Ergebnis 
dasselbe. Ergebnisse andern sich nicht. wenn statt Tristearin Stearinsaure 
gebraucht wird. Versuch einer weiteren Reinigung durch Adsorption an 
Tristearin und Lésung desWristearins in Benzol gab sehr schlechte Ausbeuten 
und wurde deshalb nicht mehr versucht. 
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Tabelle VIL. 





Mahi Untersuchte Substanz T , ‘Brom | 0,1n Naz5203 —Unterschied 
Zahl ecm eem Jod in mg 
65 Mit Essigsaure zentrifug. I 1 0,74 6,72 
66 » Kaolin zentrifug. L. | 1 1.12 1,90 
67 Eluat 1 cem ee, a | 0.32 12,05 
68 ee: pees git 2 0.36 18,14 
74 . 3 Stearinsiure I - 3 0,51 22.71 

75 oo - — Rk 2 1.79 
76 3 Tristearin . T 3 3,20 1,78 
77 - ’ BE 2 1,64 


Versuch 19. Kaninchenleber 30g. Zerkleinert, mit Aceton-Ather ge- 
trocknet und mit Glycerin extrahiert. Aus der Glycerinl6sung mit Alkohol 
gefallt, der Niederschlag in NaHCO, aufgenommen. Die Leber enthalt 
auch Dehydrogenase, ob aber diese die gleichen Léslichkeitsverhaltnisse usw. 
hat wie Pankreasferment, wird in einer spiteren Arbeit untersucht 
werden. 

Versuch 20. An einer gereinigten Fermentlésung wurde der zeitliche 
Verlauf der Fermentwirkung untersucht. 


Joabinaiung I eng 


Zeit 


Die Ergebnisse habe ich in der ersten Kurve der Abbildung zusammen- 
gefaBt. Wie aus dieser ersichtlich, steigt die Wirkungskurve in den ersten 
2 Stunden stei! an. In 9 Stunden ist das Maximum der Wirkung praktisch 
erreicht. 


> 


Versuche 22, 23. Uber den Zusammenhang zwischen Fermentmenge 
und Wirkung. Die steil beginnende Kurve flacht bald ab. Dies kann 
auf die Anhaufung der Reaktionsprodukte oder auf die Abwesenheit 
irgendeiner aktivierenden Substanz gedeutet werden. 


Bestimmung des Ferments. 


Wenn nur die Menge des Ferments bestimmt wird, habe ich folgendes 
Vorgehen als zweckmaBig gefunden: Ungefahr | g Organ wird zerkleinert, 
gewogen, dann in ein Zentrifugenglas von ungefiihr 25 ccm Inhalt iiber- 
gefiihrt und mit 20cem Aceton-Ather versetzt, einige Minuten stehen- 
gelassen, dann abzentrifugiert. Nachher wird die Fliissigkeit abgegossen 
und das Glas im Thermostaten getrocknet. Zu dem trockenen Organ werden 
nun 10cem Glycerin gegeben, mit einem Glasstab verrieben und wieder 
stehengelassen. Nach 2 Stunden wird abzentrifugiert, von dem Glycerin- 











Al 
Ni 
Re 


ab 


Fe 
lies 
au 
we 
ein 
wit 
ich 


wel 


aus 


Wa 
Fer 














Fettdehyvdrierendes Ferment. 497 
extrakt 5ccm in ein anderes Zentrifugenglas tibergefiihrt. mit 15 cem 
Alkohol versetzt. abzentrifugiert, der Alkohol schnell abgegossen, det 
Niederschlag in l0cem NaHCO, suspendiert. Im weiteren geht di 
Reinigung, wie bisher beschrieben, doch mu die Verdiinnung, bzw. die 
abgemessenen Fliissigkeiten, genau bestimmt werden, 


Besprechung, 


Das in dieser Arbeit bekanntgegebene Ferment gehért zu der 
Gruppe der Dehydrogenasen, die wir aus den Arbeiten von Thunberg. 
Wieland u.a. kennen. Die bisher bekanntgegebenen wirken aber nur 
auf Verbindungen mit kleinerer Kohlenstoffzahl. .,Eine experimentelle 
Dehvdrierung der Fettsiuren durch Fermente ist bisher nicht gelungen. 
Im Versuch mit H,O, und Eisen nach Newberg und Dakin (1909) tritt 
f-Oxydation auf; daneben findet aber vielleicht eine direkte Bildung 
von Bernsteinsaure statt, indem zwischen y- und 6-Kohlenstoffatom 
zunichst eine Doppelbindung durch Dehydrierung entsteht, die dann 
hydratisiert und aufgespalten wird (Spiro, 1922). Dies ist theoretisch 
moglich nach H. Miiller (1922) durch die doppelte Oszillation der Eigen- 
schaften, in vitro mit H,O, nach Clutterbruch und Raper (1925) und 
Maclean und Pearce (1931) auch nachweisbar, aber biologisch noch 
unbekannt (Oppenheimer, Fermente).‘ Wahrend ich tiber Fermente, 
die gesattigte Sauren primir angreifen, in der Literatur keine Angaben 
gefunden habe, wirkt auf ungesittigte Sauren nach Warburg (1922) 
das System Linolensiure-—Eisen—Cystin. Hier kénnte die Erklirung 
der intermediiren Bildung von Arachidonsiure bei dem Fettabbau 
(Wesson, Kiihnau, Tangl, 1930 bis 1932) liegen, da diese in 4 Mol Bern- 
steinsiiure zerlegt werden kann. 

Die Rolle der Desaturation und somit dieses Fermentes bei der 
Fettresorption kann in den veranderten  Léslichkeitsverhaltnissen 
liegen. Aus dieser Arbeit ist aber ersichtlich, daB das gereinigte Ferment 
auch ohne Galle wirksam ist. Da ich nun mit 7'angl gemeinsam nach- 
weisen konnte, daB stark ungesittigte Sauren dialysabel sind, ist dies 
ein neuerer Beweis, daB Fettresorption auch ohne Galle moéglich ist, 
wie das zuerst von Farkas und Thanhoffer nachgewiesen wurde. Da 
ich das Ferment auch in der Leber nachweisen konnte, kann angenommen 
werden, daB ihm bei der Oxydation der Fettsdiuren eine Rolle zukommt. 


Die Arbeit wurde unter der Leitung des Herrn Prof. Dr. G. Farkas 
ausgefiihrt. Fiir seine Ratschlage bin ich ihm zu grobem Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung. 


Es wurde ein Ferment isoliert, das aus gesittigten Fettsauren 
Wasserstoff abspaltet. Nachweis, Bestimmung und Eigenschaften des 
Fermentes werden besprochen. 
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Sauerstoffiibertragendes Ferment in Milchsaiurebazillen. 


Von 
0. Warburg und W. Christian. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie ) 


(Eingegangen am 3. April 1933.) 


Der Milchsaurebazillus Acidifans longissimus (Bac. Delbriickii) 
wurde in Malzmaische unter Zusatz von 1°,, Kreide bei 43° geziichtet, 
durch fraktionierte Zentrifugierung von dem Nahrboden befreit und 
in 0,9°,iger Kochsalzlésung suspendiert. 

Obwohl die Lebensbedingungen des Bazillus im wesentlichen 
anaerobe sind, oxydiert er, an die Luft gcbracht, Kohlenhydrat unter 
Entwicklung von Kohlenséiure. Die Oxydation wird weder durch 
Blausiure (Meyerhof und Finkle'), noch durch Kohlenoxyd (Bertho 
und Glick*) gehemmt. Bei der Oxydation entsteht Wasserstoffperox yd, 
unter geeigneten Bedingungen eine dem verbrauchten Sauerstoff 
aquivalente Menge. (Bertho und Glick?). Hamochromogene (Cytochrom ) 
sind in dem Bazillus weder spektroskopisch noch durch Pyridin- 
extraktion nachweisbar (Bertho und Gliick?). Im ganzen liegt hier 
ein Fall vor, in dem lebende Zellen ohne sauerstoffiibertragendes 
Haimin ,,atmen”. 

Wir haben 10 vol.-°,ige Suspensionen des Bazillus in 0.9° \iger 
Kochsalzlésung hergestellt und 2cem dicke Schichten mit Bogenlicht 
bestrahlt, dessen langwelliger Teil durch Kupferoxyd-Ammoniak ent- 
fernt war. Das Bild des Kohlenbogens lag dabei in der Mitte der 
Bakteriensuspension. Zerlegt man das Licht, das die sauerstoffgesattigte 
Suspension durchsetzt hat, mit dem Handspektroskop, so sieht man 
die beiden Banden des gelben Oxydationsferments*® bei 450 bis 460 my 
und bei 480 bis 490 mv. Unter anaeroben Bedingungen (als Substrat 
gibt man zweckmabig Hexosemonophosphat zu) verblassen die Banden. 

Auch ohne spektrale Zerlegung kann man sehen, daB das gelbe 
Ferment in den Bazillen durch Sauerstoff oxydiert, bei Sauerstoff 
entziehung reduziert wird. Bestrahlt man zwei Bakteriensuspensionen. 
von denen die eine mit Sauerstoff gesattigt, die andere sauerstofffrei 


1 O. Meyerhoj u. P. Finkle, Chemie der Zelle 12, 157, 1925. 

2 4. Bertho u. H. Glick, Liebigs Ann. 494, 159, 1932. 

3 0. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 254, 438, 1932; Die Natur- 
wissenschaften 20, 980, 1932. 
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ist, mit (nicht gefiltertem) Bogenlicht, so sieht das durchgehende Licht 
im ersten Falle gelblich, im zweiten Falle fast farblos aus. Bringt man 
beide Suspensionen ans Tageslicht, so sieht die sauerstoffgesattigte 
Suspension gelblich, die anaerobe Suspension wei aus. 

Zur quantitativen Bestimmung des gelben Ferments in dem Bazillus 
wurde eine Zellsuspension mit Methanol-Wasser (3 Volumen Methanol, 
1 Volumen Wasser) 24 Stunden bei 38° geschiittelt. Dann wurde 
zentrifugiert und die griine Lésung lichtelektrisch in bezug auf Ab- 
sorption untersucht. Das Absorptionsspektrum war das Spektrum 
der Farbstoffkomponente des gelben Oxydationsferments. Aus der 
Stirke der Lichtabsorption und der Menge der extrahierten Bakterien 
wurde der Farbstoffgehalt der Bazillen berechnet und gleich 77 mg 
Farbstoff pro Kilogramm Bazillen (Trockengewicht) gefunden. Dies 
ist der héchste bisher beobachtete Prozentgehalt an gelbem Farbstoff 
in Zellen (Unterhefe enthalt etwa 20mg Farbstoff pro Kilogramm 
Zellen). 

Berechnet man aus dem Sauerstoffverbrauch des Bazillus und 
seinem Farbstoffgehalt den von Img Farbstoff pro Stunde itiber- 
tragenen Sauerstoff, so findet man bei 38° (Substrat Hexosemono- 
phosphorsaure) etwa 50000 cmm. Oxydiert man Hexosemonophosphor- 
sdure in vitro mit dem gelben Ferment, so findet man pro Milligramm 
Farbstoff bei 38° die gleiche GréBenordnung an katalytischer Wirk- 
samkeit. 

Offenbar entsteht das Wasserstoffperoxyd bei der Atmung der 
Milchsaiurebazillen nicht durch eine Reaktion mit dem verbrennenden 
Substrat (Wielandsche Theorie), sondern bei der Reoxydation des 
gelben Ferments. Denn oxydiert man Hexosemonophosphorsiure 
in vitro durch das gelbe Ferment, so ist Wasserstoffperoxyd in den 
Lésungen nachweisbar. Es wird hier quantitativ bestimmt, indem 
man die Oxydation bei Gegenwart von Blausdure (m/100) vor sich 
gehen 1iBt. Dann findet man etwa 70°, des verbrauchten Sauer- 
stoffs als Wasserstoffperoxyd in den Lésungen. 

Wie in den Milchsaiurebazillen, so kann man auch in den Ferment- 
lésungen den molekularen Sauerstoff durch Methylenblau  ersetzen. 
Methylenblau wird von , aktivierter‘‘ Hexosemonophosphorsaure nur sehr 
langsam reduziert. Gibt man aber gelbes Ferment hinzu, so wird das 
Methylenblau entfairbt, wobei das gelbe Ferment mit der aktivierten 
Monosaure, das Methylenblau mit der Leukoform des gelben Ferments 


reagiert. 

Die Atmung des Milchsaurebazillus verhalt sich also qualitativ 
(Nichthemmbarkeit durch Blausiure und Kohlenoxyd, Wasserstoff- 
peroxydbildung, Ersatz von Sauerstoff durch Methylenblau) und quanti- 
tativ (Wirkungsquotient des gelben Farbstoffs) wie die in vitro durch 
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das gelbe Ferment bewirkte Oxydation der Hexosemonophosphor- 
saure. Da man auberdem die Oxydation und die Reduktion des Ferments 
in den Milchsaéurebazillen sehen kann, so scheint es, dal} die Atmung 
des Bazillus nichts anderes ist als eine Sauerstoffiibertragung dureh 
das gelbe Ferment. 


Anmerhung. In einer Arbeit tiber die Atmung der Milchsaéurebazillen 
schreiben Bertho und Glick!: ,im derartigen Versuchen ... konnten die 
Forderungen der Wielandschen Theorie bestatigt werden: Bildung von 
Hydroperoxyd, Ubereinstimmung der Bilanz des Sauerstoffverbrauchs 
und der Hydroperoxydbildung, Ersatz des Wasserstoffakzeptors Sauerstoft 
durch ... Methylenblau. Es ist dies der erste Fall, wo bei lebenden Zellen 
ein den Wielandschen Grundhypothesen durchaus entsprechendes Atmungs 
system aufgefunden wurde.** 

Die vorstehende Mitteilung lehrt, da auch in diesem ersten Falle dic 
Wieland sche Theorie falsch ist. Die Leukoform des gelben Ferments, 
nicht das aktivierte Substrat, reagiert mit dem molekularen Sauerstott 
unter Bildung von Hydroperoxyd. 


1 4. Bertho u. H. Gliick, Liebigs Ann. 494, 159, 19382. 


Berichtigung 


zu der Abhandlung von Waldemar Ohle, diese Zeitschr. 258, 420 428, 
1933 : 
S. 424. Zeile 2: .subborealen* gestrichen. 
Zeile 3: ..hier™* gestrichen, 
. 425, Zeile 9: ,,autochthonen™ statt .,allochthonen’. 
.428, Zeile 15: ,.subborealen* = gestrichen. 


Tt. 


Berichtigung 
zur Mitteilung von J.J. Willaman, E.W. Clark und O. B. Hager, 
diese Zeitschr. 258, 94-101, 1933. 
S. 98 unter F lies y statt mg. 
S. 100, Tabelle II, lies y statt mg. 
S. 101, Tabelle ILI], lies 332 statt 32. 
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